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RÉSUMÉ DU MÉMOIRE 
LA RÉGULATION DES GÈNES MÉIOTIQUES PAR LA PROTÉINE PAB2 
Par M. Olivier St-André 
Département de Biochimie 
Université de Sherbrooke 
Mémoire présenté à la Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé 
En vue de l'obtention du grade de Maître ès Sciences (M.Se.) en Biochimie 
Décembre 2011 
Les travaux décrits dans ce mémoire visent à élucider le rôle de la protéine Pab2 
dans la régulation des gènes méiotiques. La méiose est un phénomène conservé à travers 
l'évolution chez les organismes eucaryotes. Chez les eucaryotes unicellulaires comme la 
levure, la méiose accomplie autant un rôle de reproduction sexuelle qu'un rôle de 
protection de l'organisme. Chez la levure à fission Schizosaccharomyces pombe, le 
processus de méiose résultant de la reproduction de deux individus génère des spores, 
des structures résistantes aux conditions environnementales détrimentales. Lorsque la 
cellule enclenche la méiose, plusieurs centaines de gènes sont temporellement induits 
pour exprimer des gènes spécifiques aux processus méiotiques. Afin de s'assurer que des 
gènes méiotiques ne soient pas exprimés pendant la mitose au détriment de la cellule, 
des mécanismes de surveillance doivent rigoureusement surveiller l'expression de ces 
gènes. Afin d'éclaircir le rôle de Pab2 dans cette surveillance, nous avons utilisé une 
approche génétique combinée à des essais biochimiques. Des expériences 
d'immunoprécipitation de la chromatine combinées à des essais de substitution de 
promoteur ont démontré que la régulation de Pab2 sur les gènes méiotiques est 
posttranscriptionnelle. De plus, des expériences d'immunoprécipitation de la protéine 
Pab2 suivies d'analyse d'ARN ont démontré que la protéine Pab2 forme un complexe in 
vivo avec les ARN qu'elle régule. Des analyses dans le laboratoire ont démontré que 
Pab2 possède une interaction fonctionnelle et physique avec des composantes de 
l'exosome. Afin de déterminer l'implication de l'exosome dans la régulation des gènes 
méiotiques, nous avons utilisé différentes souches de levure possédant des délétions 
dans les gènes des composantes de l'exosome ou des facteurs coopérant avec ce 
complexe, en présence ou absence de Pab2. Ces expériences ont démontré que 
l'exosome nucléaire, particulièrement la sous-unité Rrp6, était majoritairement 
responsable de la dégradation des transcrits méiotiques, et ce sans l'aide de complexes 
coopérateurs comme le TRAMP. Afin de déterminer le facteur de sélectivité de la 
régulation par Pab2 et par l'exosome, nous avons utilisé des souches thermosensibles 
pour la protéine Mmil, un autre agent posttranscriptionnel impliqué dans la surveillance 
de l'expression des gènes méiotiques. Ces expériences ont démontré que Pab2 coopère 
avec Mmil dans la dégradation des transcrits méiotiques. Notamment, l'augmentation 
de l'expression des gènes méiotiques en absence de Pab2 est suffisante pour contourner 
la voie dépendante de meiRNA, qui est un ARN non-codant essentiel à l'initiation de la 
méiose. Ces résultats constituent l'évidence que la protéine Pab2 liant les queues 
poly(A) participe au maintient du silence de l'expression des gènes méiotiques pendant 
la mitose. 
Mots clés: méiose, Pab2, exosome, Mmil, régulation posttranscriptionnelle, 
Schizosaccharomyces pombe 
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INTRODUCTION 
1. La méiose chez la levure à fission 
La méiose chez la levure à fission est un mécanisme différent des autres 
organismes eucaryotes pluricellulaires. Chez les eucaryotes supérieurs comme les 
mammifères, la méiose est le processus à travers lequel l'organisme produit des gamètes 
sexuels dans un but de reproduction de l'espèce. La différentiation des cellules en 
gamètes se déroule dans les gonades, un compartiment défini pour ce mécanisme. La 
levure à fission est un organisme eucaryote unicellulaire, et ne possède donc pas de 
compartiment pour effectuer le processus méiotique. Chez la levure à fission, en plus de 
servir de reproduction sexuelle, la méiose permet de générer une structure résistante aux 
conditions environnementales détrimentales. Lorsque les conditions environnementales 
deviennent non favorables, la levure à fission s'arrête en phase G1 et entame son 
processus de méiose. En conditions de croissance mitotique, la levure à fission se 
retrouve sous forme haploïde (IN chromosome) de sexe h+ (P) ou h" (M), en plus de h90 
(qui change successivement entre P et M). La levure commence par sécréter des 
phéromones sexuelles qui sont reconnues par la levure de sexe opposé. Si deux individus 
de sexes opposés sont à proximité, les récepteurs à la surface cellulaire d'une cellule h+ 
reconnaissent le facteur M sécrété par la cellule de sexe h", et inversement les récepteurs 
à la surface de la cellule h" reconnaissent le facteur P sécrété par la cellule de sexe h+. 
Les cellules h+ et h" fusionnent en une seule cellule et combinent leur matériel génétique 
pour former un zygote, une cellule diploïde. La cellule diploïde entame alors la phase S, 
au cours de laquelle le matériel génétique se réplique, formant une cellule à 4N 
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chromosomes. Ensuite, la cellule procède à la phase M composée de deux divisions 
méiotiques, une réductionnelle et une équationnelle, pour former quatre cellules avec 
chacune IN chromosomes. Chacun des ces éléments est enveloppé d'une paroi spéciale 
résistante qui constitue une spore et ces quatre spores sont contenues dans l'ascus, le 
compartiment correspondant à la cellule diploïde originale. Lorsque les conditions 
environnementales redeviennent viables, les spores germinent, c'est-à-dire qu'elles sont 
libérées de l'ascus pour redevenir des cellules haploïdes en croissance mitotique. 
1.1 Régulation transcriptionnelle 
La méiose est un processus au cours duquel des centaines de gènes sont 
temporellement induits pour permettre au processus méiotique de progresser. Le 
déroulement du cycle méiotique se divise en quatre vagues d'expression génique, selon 
le temps d'accumulation des ARN (Mata, Lyne et al., 2002). Chacune des phases 
possède un ou des facteur(s) de transcription principal(aux) qui régule(nt) l'expression 
des gènes de cette phase (Figure 1). La première phase est régulée par Stel 1 qui génère 
l'expression des gènes en lien à la réponse au stress causé par les conditions 
environnementales (Sugimoto, lino et al., 1991; Mata, Lyne et al., 2002). La deuxième 
phase est régulée par Repl et Res2 qui génèrent l'expression des gènes responsables de 
la phase S pré-méiotique et la recombinaison (Miyamoto, Tanaka et al., 1994; Ding et 
Smith, 1998). La troisième phase est régulée par Mei4 qui génère l'expression des gènes 
impliqués dans les divisions méiotiques (Horie, Watanabe et al., 1998). La quatrième et 
dernière phase est régulée par Rsv2, Atf21 et AtOl qui génèrent l'expression des gènes 
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impliqués dans la maturation des spores (Mata, Lyne et al., 2002; Mata, Wilbrey et al., 
2007). 
Signalisation Phase S 
Phéromones Recombinaison 
Méiose I et II 
Formation 
des spores 
Stell 
Repl 
Res2 
Mei4 
T 
'250 gènes '100 gènes 561 gènes 
Atf21 
Atf31 
133 gènes 
Q. 
X 
3 m 
8 
z 
1 2 3 4  5  6 7  8 9  
Temps après induction méiotique (h) 
Figure 1. Régulation transcriptionnelle des gènes méiotiques. Les gènes méiotiques 
sont regroupés en quatre vagues selon leur temps d'expression. Chacune des vagues de 
gènes possède un ou des facteur(s) de transcription principal(aux) responsable(s) de 
promouvoir l'expression des gènes de sa vague d'expression. De plus, chaque vague 
montre un pouvoir de répression pour la phase qui la précède, assurant un enchaînement 
successif des étapes de la méiose. 
Lors d'un stress causé par un manque de nutriments comme l'azote ou le 
glucose, en plus d'autres stress comme la température ou l'osmolarité, des voies de 
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signalisation convergent vers l'expression du gène stell, qui code pour un facteur de 
transcription crucial dans l'activation de la méiose. Le facteur de transcription Stel 1 est 
responsable de l'expression des gènes reliés à la réponse aux conditions 
environnementales détrimentales, comme par exemple la sécrétion de phéromones. Le 
facteur de transcription lie une séquence de dix paires de bases formant le motif 
TTCTTTGTTY présent en amont des gènes régulés par Stell. Stell favorise 
l'expression de matP et matM, les gènes de signalisation de phéromones sexuelles, et 
l'expression de Mei2, un autre facteur critique dans la progression du cycle méiotique. 
Stell favorise également l'expression de son propre ARNm (Sugimoto, lino et al., 
1991). Lorsque les cellules de sexe opposés ont fusionné et conjugué leur matériel 
génétique, l'hétérozygocicité des gènes de reproduction matl-Mc et matl-Pc mène à 
l'expression de mei3, qui code pour un pseudo-substrat et inhibiteur de la protéine 
kinase Patl (McLeod, Stein et al., 1987; Wilier, Hoffmann et al., 1995). 
1.2 Régulation posttraductionnelle 
Malgré les mécanismes de contrôle transcriptionnel pour empêcher une 
activation non voulue de la méiose, il existe toujours un certain niveau basai de 
transcription des gènes méiotiques due à une régulation moins rigoureuse du gène stell 
qui code pour le facteur de transcription critique à la signalisation de phéromones en 
carence de nutriments (Sugimoto, lino et al., 1991). En condition de croissance 
mitotique, la protéine kinase Patl phosphoryle le facteur de transcription Stel 1 et un 
régulateur principal Mei2. Cette phosphorylation a pour effet de promouvoir la 
dégradation par le protéasome par ubiquitinylation ou de séquestrer la protéine Mei2 par 
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Rad24, une protéine de la famille 14-3-3 (Kitamura, Katayama et al., 2001; Sato, 
Watanabe et al., 2002). Pendant l'activation de la méiose, l'expression du gène mei3 
génère un pseudo-substrat et inhibiteur de la kinase Patl. L'inhibition de Patl par Mei3 
résulte en une accumulation des formes de Stel 1 et Mei2 non-phosphorylés, leur 
permettant d'effectuer leur fonction dans l'activation de la méiose. 
Figure 2. Mécanisme de régulation posttraductionnel. Pendant la mitose, la protéine 
kinase Patl phosphoryle le facteur de transcription Stel 1 et le facteur d'activation Mei2 
sur deux résidus. Cette phosphorylation a pour effet de cibler Stell et Mei2 pour leur 
protéolyse par ubiquitinylation. Lors de l'activation de la méiose, l'expression du gène 
mei3 génère un pseudo-substrat qui a un effet inhibiteur sur Patl, ce qui permet à Stel 1 
et Mei2 d'effectuer leur fonction. 
dégradation 
protéasome 
activation de 
la méiose 
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1.3 Régulation posttranscriptionnelle 
En plus du mécanisme posttraductionnel de régulation de la méiose par la kinase 
Patl, il existe un mode de régulation posttranscriptionnel pour éviter une expression non 
voulue des gènes méiotiques pendant la mitose. Un nouvel agent a été identifié dans la 
régulation de l'expression des gènes méiotiques. Une étude a caractérisé des régions en 
cis des gènes méiotiques qui dictent l'accumulation ou la dégradation du transcrit 
pendant la phase méiotique et mitotique, respectivement (Harigaya, Tanaka et al., 2006). 
Lorsque ces séquences sont supprimées, l'ARN méiotique accumule même en 
croissance mitotique. Ces séquences, nommés DSR pour « determinant of selective 
removal », se retrouvent majoritairement à l'extrémité 3' de l'ARN. Un criblage pour 
découvrir des mutants permettant l'expression des ARN contenant un DSR a permis 
d'identifier une protéine putative liant l'ARN nommée Mmil. La protéine Mmil fait 
partie de la famille YTH (YT521-B homology) des protéines liant l'ARN, nommée ainsi 
pour son homologie avec le facteur d'épissage YT521-B. Le domaine YTH est conservé 
à travers l'évolution et se retrouve seulement chez les eucaryotes (Stoilov, Rafalska et 
al., 2002; Zhang, Theler et al., 2010). Le domaine YTH comprenant entre 100 et 150 
acides aminés est caractérisé par 14 résidus invariables et 19 hautement conservés qui 
forment une structure prédite de quatre hélices a et six feuillets p. Ce domaine possède 
des ressemblances avec d'autres motifs de liaison à l'ARN et lie une séquence 
dégénérative de six nucléotides. Chez S. pombe, la protéine Mmil, lie de façon 
spécifique la région DSR sur les ARN méiotiques (Figure 3) (Harigaya, Tanaka et al., 
2006). Des études d'interactions génétiques et physiques ont permis de déterminer que 
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l'exosome nucléaire, la machinerie principale de dégradation de l'ARN chez la levure, 
était responsable de dégrader les transcrits contenant un DSR ciblés par Mmil 
(Harigaya, Tanaka et al., 2006; Yamanaka, Yamashita et al., 2010). 
Figure 3. Mécanisme de régulation posttranscriptionnel. Pendant la mitose, la 
protéine Mmil reconnaît de façon spécifique une séquence sur l'ARN méiotique 
nommée DSR. La protéine Mmil interagit avec la machinerie de dégradation pour 
réprimer l'expression des gènes méiotiques. Lors de 1'activation de la méiose, 
l'accumulation de Mei2 non-phosphorylée et de meiRNA permet de former un complexe 
qui séquestre Mmil et permet l'expression des gènes méiotiques. 
Tel que mentionné plus haut, lorsque les cellules sont en carence de nutriments, 
les voies de signalisation convergent vers l'expression de Stell. Stell favorise 
l'expression des gènes matl-Pi et matl-Mi qui génèrent l'expression de Mei3, un 
MITOSE MÉIOSE 
meiRNA 
rr 
gène méiotique gène méiotique 
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pseudo-substrat et inhibiteur de la protéine kinase Patl, Mei3 empêche Patl de 
phosphoryler Mei2 et Stel 1. Des études indiquent que la protéine Mei2 circule entre le 
cytosol et le noyau (Sato, Shinozaki-Yabana et al., 2001). Le gène sme2 est transcrit en 
un ARN non-codant appelé meiRNA, lié par Mei2 (Watanabe et Yamamoto, 1994). Le 
meiRNA ne possède pas d'orthologue connu chez les métazoaires. Lors de l'initiation de 
la méiose, la présence de meiRNA permet à la protéine Mei2 non-phosphorylée 
d'accumuler au noyau et de former une structure ribonucléoprotéine (RNP) au locus du 
gène sme2 caractéristique de l'initiation en méiose (Watanabe, Shinozaki-Yabana et al., 
1997; Yamashita, Watanabe et al., 1998; Shimada, Yamashita et al., 2003). Cette RNP 
colocalise également avec la protéine Mmil lors de l'initiation de la méiose (Harigaya, 
Tanaka et al., 2006). Ces résultats supportent l'hypothèse que la RNP formée par Mei2 
et le meiRNA séquestre la protéine Mmil (Figure 3). Cette séquestration de Mmil à 
l'aide du complexe Mei2-meiRNA l'empêche de lier les autres ARNm contenant un 
DSR et d'activer l'exosome pour les dégrader, ce qui permet l'expression des gènes qui 
sont à la base de l'activation de la voie méiotique. 
2. La maturation des ARN 
Les chromosomes sont les structures cellulaires qui contiennent l'information 
génétique contenue dans des régions spécifiques appelées les gènes. Les gènes sont 
caractérisés par une région principale sur le chromosome qui est transcrite par l'ARN 
polymérase (ARN Pol). La région transcrite est composée d'une séquence qui est 
traduite dans le cas d'un ARN messager, ou simplement d'une séquence d'acides 
nucléiques dans le cas d'une ARN non-codant comme les ARN ribosomaux, les petits 
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ARN nucléaires et nucléolaires, ainsi que les ARN de transfert. Cette séquence est 
flanquée de deux régions non-traduites, appelées 5' UTR et 3' UTR en amont et en aval 
de la séquence du gène, respectivement. La région en 5' comporte des éléments qui 
servent à promouvoir la transcription du gène, par exemple les séquences promotrices, 
les séquences d'appariement des facteurs de transcription et les séquences d'arrimage de 
l'ARN Pol. La région en 3' comporte des éléments qui servent à la maturation de l'ARN, 
par exemple le signal de clivage et de polyadénylation en plus d'éléments de régulation 
de la stabilité du transcrit. Le produit d'un gène passe par plusieurs niveaux de contrôle 
pour en arriver à une entité prête à être exprimée dans la cellule. 
2.1 Structure coiffe, épissage et queue poly(A) 
L'ARN nouvellement synthétisé n'est pas directement exporté au cytoplasme. 
Celui-ci passe par une série d'étapes de maturation qui sont régulées. Un défaut dans une 
seule de ces étapes peut entraîner la dégradation de l'ARN afin de ne pas compromettre 
la survie de la cellule avec un ARN aberrant. Différentes modifications surviennent au 
cours de la maturation d'un ARN (Figure 4). Une structure coiffe est ajoutée à 
l'extrémité 5' du transcrit. Cette structure peut varier d'un organisme à l'autre, mais est 
habituellement composée d'une guanine méthylée en position 7. Le processus implique 
une phosphatase qui retire un phosphate en 5' de l'ARN. Une guanylyl-transférase ajoute 
un GTP au phosphate terminal en formant une liaison 5'-5' triphosphate. Une méthyl 
transférase ajoute un groupement méthyl en position 7 sur la guanine. Cette structure a 
pour effet de promouvoir l'excision de l'intron situé du côté 5' proximal et de protéger 
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le transcrit contre la dégradation par des exonucléases 5'—>3', ainsi que de favoriser 
F export et de promouvoir la traduction des ARN messagers. 
intron exon 1 exon 2 
5' • exon 1 exon 2 AAAAAAAAA 3' 
structure coiffe épissage queue poly(A) 
Figure 4. Maturation de l'ARN. Lors de leur maturation, les ARN subissent diverses 
étapes de maturation pour arriver à leur forme finale qui est exportée au cytosol. Par 
exemple, la structure coiffe est ajoutée à l'extrémité 5' du transcrit, le ou les introns sont 
épissés et une queue poly(A) est ajoutée à l'extrémité 3' du transcrit. 
Au cours de l'évolution, les gènes se sont raffinés et se sont optimisés par 
sélection naturelle. Toutefois, il existe des séquences parmi plusieurs gènes qui ne font 
pas partie de l'ARN mature. Ces séquences sont appelées des introns. Ces introns 
subissent une étape d'excision au cours de laquelle ils sont retirés. Advenant le cas de la 
présence de plusieurs introns, il existe un niveau de régulation et de sélection que font 
que l'ARN peut conserver diverses combinaisons d'exons. Ce phénomène est appelé 
l'épissage alternatif. L'épissage alternatif permet à l'aide d'un seul transcrit de générer 
différentes formes d'ARN matures qui pourront produire différentes isoformes dans la 
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cellule. Chez S. pombe, la présence d'un intron dans la séquence d'un ARN peut servir 
comme signal spécifique pour cibler cet ARN destiné à la dégradation (Lemieux, 
Marguerat et al., 2011). L'épissage est effectué dans la cellule à l'aide du spliceosome, 
un complexe de petites ribonucléoprotéines nucléaires (snRNPs). La réaction d'épissage 
s'effectue en deux étapes de transestéréfication : premièrement, le 2'-OH d'une 
adénosine dans la séquence de branchement fait une attaque nucléophile sur le 
phosphate à la jonction exon-intron en amont. Deuxièmement, l'extrémité 3'-OH libre de 
l'exon en amont fait une attaque nucléophile sur le phosphate à la jonction intron-exon 
en aval. Ceci résulte en la jonction des deux exons successifs, alors que l'intron devient 
recourbé sur lui-même en forme de lariat. 
À l'extrémité 3', le transcrit est clivé à un endroit précis pour ensuite s'y faire 
ajouter une séquence continue de résidus d'adénosine. Les composantes de 
polyadénylation sont relativement conservées entre les métazoans et la levure, toutefois 
il existe certaines différences. Chez la levure, la machinerie de polyadénylation est 
composée du facteur de clivage et de polyadénylation (CPF). Les facteurs de clivages 
sont 1A (CF1A) et IB (CF1B). Ces facteurs interagissent avec des éléments en cis sur 
l'ARN, comme par exemple des régions AU-riche, A-riche et U-riche. Cette séquence 
de résidus d'adénosine en 3' sera allongée en une longue série d'adénosine, appelée 
queue poly(A), dont la longueur varie selon l'organisme et l'espèce. Cette séquence a 
pour effet de protéger le transcrit contre la dégradation par des exonucléases 3'—>5', ainsi 
que de favoriser l'export et promouvoir la traduction des ARN messagers. 
12 
2.2 Protéine liant la queue poIy(A) 
Il existe une classe de protéines qui lient spécifiquement les queues poly(A). Les 
protéines PAB (poly(A)-binding protein) reconnaissent de façon spécifique les queues 
poly(A) sur les ARN. Les PAB sont impliquées principalement dans le mécanisme de 
génération de la queue poly(A). Après la coupure endonucléolytique par les complexes 
CPF, CF1A et CF1B, la poly(A) polymérase (PAP) est en mode distributive et ajoute 
une courte queue poly(A) à l'extrémité 3'-OH libre. Lorsque la courte séquence poly(A) 
est liée par la PAB, la PAP change devient processive. En mode processif, la PAP ajoute 
une longue série de résidus adénosines jusqu'à une longueur spécifique dictée par 
l'espèce. Des différences dans la taille finale de la queue poly(A) peuvent être 
responsables de mécanismes de surveillance et de régulation. Chez les mammifères, la 
taille des queues poly(A) atteint 250 nucléotides. Chez S. cerevisiae, la longueur est de 
70 nucléotides, alors que chez S. pombe, la longueur est de 40 nucléotides (Wahle et 
Keller, 1992; Lackner, Beilharz et al., 2007). La présence de la PAB sur la queue 
poly(A) est généralement une indication du bon fonctionnement du mécanisme de 
l'expression génétique. En effet, chez la majorité des organismes, la queue poly(A) est 
liée par une PAB dès sa formation dans le noyau. La PAB est présente sur la queue 
poly(A) de l'ARN au cours de son export du noyau vers le cytosol ou demeure avec lui 
dans le noyau si la fonction de l'ARN est nucléaire. Chez la majorité des organismes 
eucaryotes, il existe deux types de PAB. Chez les mammifères, PABPN1 se situe 
principalement au noyau et PABPC1 se localise principalement au cytosol (Mangus, 
Evans et al., 2003; Kuhn et Wahle, 2004). Le dogme est qu'au cours de la maturation de 
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l'ARN, la PAB nucléaire lie l'ARN naissant et l'accompagne au pore nucléaire pour son 
passage vers le cytosol. Lorsque l'ARN se retrouve au cytoplasme, la PAB 
cytoplasmique remplace la PAB nucléaire sur la queue poly(A). Des évidences 
suggèrent que la PAB nucléaire reste associé à la queue poly(A) même dans le cytosol et 
pourrait même participer à la première ronde de traduction (Ishigaki, Li et al., 2001; 
Chiu, Lejeune et al., 2004). 
Chez la levure à fission S. pombe, le gène spbcl6e6.12c code pour une protéine 
similaire à une PAB, nommée Pab2 en raison de son homologie à PABPN1 (Perreault, 
Lemieux et al., 2007). Bien que les PAB nucléaires soient relativement bien 
caractérisées chez les autres organismes, Pab2, chez la levure à fission, ne l'est pas. Le 
rôle de la PAB nucléaire avait été principalement caractérisé au cours du processus de 
polyadénylation chez d'autres organismes. Des résultats au laboratoire ont démontré que 
la délétion du gène pab2 encodant pour la protéine Pab2 n'affecte pas de façon 
significative l'expression des gènes ou même la longueur de la queue poly(A). Sur le 
plus de 5000 gènes chez S. pombe, seulement environ 200 subissent une modulation de 
leur expression (Lemay, D'Amours et al., 2010). Le rôle de Pab2 chez S. pombe reste 
donc à être élucidé. 
3. La régulation de l'ARN 
Les mécanismes de maturation de l'ARN sont régulés de façon stricte. Un ARN 
qui montre un défaut dans une des étapes de maturation sera rapidement dégradé. 
Cependant, la cellule n'est pas parfaite; un ARN aberrant peut malencontreusement se 
retrouver au niveau du cytosol. D'autre part, un ARN sain peut devoir être détruit, et ce 
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même s'il est maturé correctement. Dans un cas où la fonction de la protéine codée 
nuirait à la cellule, TARN doit être dégradé aussitôt qu'il est généré. Pour ce faire, il 
existe un système de dégradation de l'ARN chez les eucaryotes appelé l'exosome. 
L'exosome est également présent chez d'autres organismes comme les archaea et les 
métazoaires. L'exosome diffère entre les mammifères, archaea et levures par des aspects 
structuraux et fonctionnels. 
3.1 L'exosome 
L'exosome est un complexe conservé à travers l'évolution qui sert à éliminer des 
molécules d'ARN dans le noyau et le cytoplasme des cellules eucaryotes (Parker et 
Song, 2004; Houseley, LaCava et al., 2006; Vanacova et Stefl, 2007; Lebreton et 
Séraphin, 2008; Schmid et Jensen, 2008). L'exosome est impliqué dans la modification 
et la dégradation de plusieurs espèces d'ARN, incluant les ARN ribosomaux, les petits 
ARN nucléaires et nucléolaires, ainsi que les ARN de transfert (Mitchell, Petfalski et al., 
1997; Allmang, Kufel et al., 1999; van Hoof, Lennertz et al., 2000; Kadaba, Krueger et 
al., 2004). L'exosome est également impliqué dans la dégradation de pré-ARN 
anormaux résultants de défauts dans leur maturation (Bousquet-Antonelli, Presutti et al., 
2000; Hilleren, McCarthy et al., 2001; Libri, Dower et al., 2002). L'exosome est 
également impliqué dans la dégradation d'ARN qui possèdent des mutations dans leur 
séquence (Das, Das et al., 2006). Chez la levure, l'exosome interagit avec des facteurs 
d'élongation de la transcription et est recruté de façon co-transcriptionnelle aux 
transcrits naissants (Hilleren, McCarthy et al., 2001; Hieronymus, Yu et al., 2004; 
15 
Vasiljeva et Buratowski, 2006). Ce mécanisme permet une surveillance étroite des 
transcrits qui seront exportés du noyau vers le cytosol pour leur traduction. 
3.1.1 Structure de l'exosome 
L'exosome est conservé de la levure aux mammifères. Un complexe similaire 
existe chez les bactéries, le dégradosome, qui partage des éléments structuraux avec 
l'exosome (Symmons, Jones et al., 2000). L'exosome a été principalement caractérisé 
chez la levure et les mammifères. Le cœur de l'exosome est un complexe formé de 10 
sous-unités qui forment un anneau en forme de baril (Liu, Greimann et al., 2006). Chez 
les microorganismes de type archaea, cet anneau est formé de trois homodimères des 
protéines Rrp41 et Rrp42. Chez la levure et les mammifères, l'anneau est formé de six 
sous-unités qui s'apparentent à celles des protéines Rrp41 et Rrp42 des archaea. De plus, 
ces six sous-unités dépendent de trois autres sous-unités de type échafaud. 
Contrairement aux trois sous-unités Rrp41 des archaea et l'hétérodimère Rrp41-Rrp45 
des mammifères qui possèdent une activité phosphorolytique, seule la sous-unité Dis3 
(Rrp44) de l'exosome de la levure contient les activités exonucléase 3'—>5' 
(Dziembowski, Lorentzen et al., 2007) et endonucléase (Lebreton, Tomecki et al., 2008; 
Schaeffer, Tsanova et al., 2009; Schneider, Leung et al., 2009). 
3.1.2 Partenaires de l'exosome 
Bien que l'exosome soit présent au niveau du cytoplasme et du noyau, il existe 
des protéines qui font partie du complexe selon sa localisation cellulaire. Certaines de 
ces protéines s'associent avec l'exosome lorsqu'il est au noyau, alors que d'autres 
protéines s'associent avec ce dernier lorsqu'il est localisé au cytoplasme. La sous-unité 
Rrp6 est une protéine qui peut s'associer avec l'exosome et qui possède une activité 
exonucléase 3'—*5'. Rrp6 s'associe exclusivement avec l'exosome nucléaire (Allmang, 
Petfalski et al., 1999). La protéine Rrp6 est impliquée dans la maturation de l'ARN et le 
mécanisme de surveillance par l'exosome. Chez S. cerevisiae, Rrp6 possède un domaine 
RNAse D carboxy-terminal (type hélicase) et un domaine amino-terminal qui interagit 
avec le cœur de l'exosome (Midtgaard, Assenholt et al., 2006). L'activité hydrolytique 
de Rrp6 vise principalement des substrats non-structurés ou des molécules avec de 
longues séquences poly(A) anormales (Liu, Greimann et al., 2006), ce qui pourrait 
suggérer des substrats d'ARN différents pour la sous-unités Dis3. 
À l'opposé, certaines protéines adaptatrices s'associent uniquement à la forme 
cytosolique de l'exosome, comme Ski7 (van Hoof, Staples et al., 2000; Araki, Takahashi 
et al., 2001). Ski7 est une protéine adaptatrice de l'exosome qui reconnaît des défauts de 
traduction présents sur un ARN messager. Dans cette situation, Ski7 recrute l'exosome 
pour venir dégrader les transcrits d'ARN (van Hoof, Staples et al., 2000; Araki, 
Takahashi et al., 2001). Le complexe Ski7-exosome participe aux mécanismes de 
recyclage de l'ARN, de dégradation non-sens (NMD) et de dégradation de type non-stop 
(Araki, Takahashi et al., 2001; van Hoof, Frischmeyer et al., 2002; Mitchell et 
Tollervey, 2003; Takahashi, Araki et al., 2003). Lorsqu'un ARN possède une mutation 
dans sa séquence ou un intron qui n'a pas été excisé lors de l'épissage, il peut y avoir 
présence d'un codon STOP avant celui normalement prévu par la séquence du transcrit. 
Lorsque le ribosome s'immobilise à un codon STOP prématuré, le complexe Upfl-2-3 
détecte le blocage du ribosome et recrute l'exosome par l'intermédiaire de Ski7 pour 
venir dégrader le transcrit aberrant. Dans le mécanisme de dégradation non-stop, le 
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complexe Ski reconnaît le ribosome qui ne décroche pas du substrat. Ceci peut être 
causé par l'absence d'un codon STOP. Cette anomalie fera en sorte que l'exosome sera 
recruté pour dégrader le transcrit. 
D'autres études ont également démontré que l'activité de l'exosome nucléaire 
peut être stimulée via un autre complexe. Ce complexe nommé TRAMP a été 
principalement caractérisé chez S. cerevisiae. Le complexe TRAMP est formé des 
poly(A)-polymérases Trf4/5, d'une protéine liant l'ARN (Airl/2) et d'une hélicase 
(Mtr4). Chez la levure à fission S. pombe, le complexe TRAMP possède une seule sous-
unité possédant une activité poly(A)-polymérase (Cidl4). Le complexe TRAMP est 
impliqué dans la surveillance des transcrits nucléaires qui sont modifiés par l'ajout d'une 
courte queue poly(A) s'ils sont aberrants ou non stable. L'ajout de cette courte queue 
poly(A) favorise la dégradation par l'exosome (Kadaba, Krueger et al., 2004; LaCava, 
Houseley et al., 2005; Vanacova, Wolf et al, 2005; Wyers, Rougemaille et al., 2005). 
4. Plan de l'étude 
L'organisme étudié dans notre laboratoire est la levure à fission 
Schizosaccharomyces pombe. La levure est un organisme unicellulaire, ce qui signifie 
que le processus de méiose n'est pas isolé dans l'organisme comme chez les 
mammifères, mais se déroule au niveau intégral de la cellule. Ce n'est qu'au cours des 
dernières années que des études sont apparues sur la régulation posttranscriptionnelle 
lors de la méiose. De plus, des facteurs spécialisés ont également été identifiés. Le rôle 
des PAB est relativement bien caractérisé chez d'autres organismes, mais le rôle de Pab2 
reste peu connu chez S. pombe. Grâce à une biopuce à ADN, nous avons pu observer un 
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lien entre le contrôle de l'expression des gènes méiotiques et la protéine Pab2. Toutefois, 
un lien entre la polyadénylation et le contrôle de l'expression des gènes méiotiques 
n'avait pas été encore rapporté. 
Afin de répondre à cette problématique, l'objectif général de mon projet était de 
caractériser l'implication de la protéine Pab2 dans la régulation des gènes méiotiques. 
Pour ce faire, nous avons utilisé comme approche stratégique d'utiliser la maniabilité 
génétique de l'organisme modèle S. pombe pour déterminer le mécanisme par lequel 
Pab2 régule l'expression des gènes méiotiques. Nos travaux étaient divisés en trois 
principaux objectifs : déterminer le mode de régulation de l'expression des gènes 
méiotiques, déterminer le mécanisme de dégradation de leurs transcrits et déterminer le 
mécanisme de reconnaissance par lequel ils sont ciblés. 
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RÉSUMÉ: 
La méiose est un processus de différentiation cellulaire au cours duquel des 
centaines de gènes sont temporellement induits. Puisque l'expression de gènes 
méiotiques pendant la mitose est néfaste pour la prolifération cellulaire, les gènes 
méiotiques doivent être régulés négativement pendant le cycle mitotique. Cependant, 
peu est connu à propos des mécanismes utilisés par les cellules en mitose pour réprimer 
les gènes spécifiques à la méiose. Dans cette étude nous démontrons que la protéine 
Pab2 liant les queues poly(A), l'orthologue chez la levure à fission de PABPNl chez les 
mammifères, contrôle l'expression de plusieurs transcrits méiotiques pendant la mitose. 
Nos résultats d'immunoprécipitation de la chromatine et de changement de promoteur 
suggèrent que Pab2 régule les gènes méiotiques de façon posttranscriptionnelle. 
Conformément, nous démontrons que l'exosome nucléaire coopère avec Pab2 dans la 
régulation négative des gènes méiotiques. Nous démontrons également que Pab2 joue un 
rôle dans la dégradation d'ARN concerté par Mmil, un facteur fonctionnant dans 
l'élimination posttranscriptionnelle de transcrits méiotiques. Nos résultats supportent un 
modèle dans lequel Mmil cible de façon spécifique des transcrits méiotiques destinés à 
la dégradation par Pab2 et l'exosome. Nos résultats ont permis la découverte d'un 
nouveau mode de régulation génétique par lequel une protéine liant les queues poly(A) 
promouvoit la dégradation nucléaire d'ARN afin de prévenir une expression 
inappropriée en mitose. 
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Abstract 
Meiosis is a cellular differentiation process in which hundreds of genes are 
temporally induced. Because the expression of meiotic genes during mitosis is 
detrimental to proliferation, meiotic genes must be negatively regulated in the mitotic 
cell cycle. Yet, little is known about mechanisms used by mitotic cells to repress 
meiosis-specific genes. Here we show that the poly(A)-binding protein Pab2, the fission 
yeast homo log of mammalian PABPN1, controls the expression of several meiotic 
transcripts during mitotic division. Our results from chromatin immunoprecipitation and 
promoter-swapping experiments indicate that Pab2 controls meiotic genes 
posttranscriptionally. Consistently, we show that the nuclear exosome complex 
cooperates with Pab2 in the negative regulation of meiotic genes. We also found that 
Pab2 plays a role in the RNA decay pathway orchestrated by Mmil, a previously 
described factor that functions in the posttranscriptional elimination of meiotic 
transcripts. Our results support a model in which Mmil selectively targets meiotic 
transcripts for degradation via Pab2 and the exosome. Our findings have therefore 
uncovered a mode of gene regulation whereby a poly(A)-binding protein promotes RNA 
degradation in the nucleus to prevent untimely expression. 
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Introduction 
Meiosis is a key differentiation process essential for the generation of genetically 
distinct individuals. During yeast meiosis, two cells of opposite mating types fuse and 
conjugate their DNA to form a diploid cell. This diploid cell undergoes DNA replication 
followed by two rounds of cell division to produce four haploid cells. Although many of 
the activities used to achieve cell division are common to both meiosis and mitosis, there 
are several features unique to meiosis. Importantly, the meiotic and mitotic cell cycles 
are mutually exclusive, and genes required for meiotic differentiation are solely 
expressed during meiosis. Such negative control of meiotic genes during mitosis 
suggests important regulatory systems to avoid inappropriate activation of meiosis. To 
date, however, the molecular mechanisms by which meiotic differentiation genes are 
suppressed during the mitotic cell cycle remain poorly understood. 
In the fission yeast Schizosaccharomyces pombe, meiotic differentiation involves 
the temporal activation of hundreds of genes (Mata, Lyne et al., 2002). Although 
previous studies have established the importance of transcriptional regulation during 
fission yeast meiosis (Mata, Lyne et al., 2002; Mata et Bahler, 2006), recent results 
implicate posttranscriptional mechanisms of gene regulation, including pre-mRNA 
splicing and mRNA degradation. Accordingly, several meiotic genes are specifically 
spliced during meiosis, but remain unspliced during the mitotic cell cycle (Averbeck, 
Sunder et al., 2005; Malapeira, Moldon et al., 2005). Selective mRNA turnover is 
another mechanism used by fission yeast to ensure the absence of meiosis-specific 
transcripts during the mitotic cell cycle. The rapid elimination of specific meiotic 
transcripts in mitotic cells requires the YTH-family RNA-binding protein, Mmil 
(Harigaya, Tanaka et al., 2006). Mmil promotes the destruction of specific meiotic 
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transcripts via recognition of a m-element termed "determinant of selective removal" 
(DSR). Although the mechanistic details of Mmil-dependent degradation remain to be 
determined, genetic evidence suggest that Mmi 1 cooperates with the exosome complex 
of3'->5' exonucleases (Harigaya, Tanaka et al., 2006). 
The exosome is an evolutionarily conserved complex that functions as the 
primary RNA degradation system in the nucleus of eukaryotic cells (Parker et Song, 
2004; Houseley, LaCava et al., 2006; Vanacova et Stefl, 2007; Lebreton et Séraphin, 
2008; Schmid et Jensen, 2008). The exosome is involved in the processing and 
degradation of many RNA species, including ribosomal RNAs, small nuclear/small 
nucleolar RNAs, and transfer RNAs (Mitchell, Petfalski et al., 1997; Allmang, Kufel et 
al., 1999; van Hoof, Lennertz et al., 2000; Kadaba, Krueger et al., 2004). The exosome 
is also implicated in the degradation of abnormal pre-mRNAs that result from 
processing defects (Bousquet-Antonelli, Presutti et al., 2000; Hilleren, McCarthy et al., 
2001; Libri, Dower et al., 2002; Torchet, Bousquet-Antonelli et al., 2002). Structurally, 
the core exosome is a complex of 10 subunits that form a ring structure (Liu, Greimann 
et al., 2006) and contains a single 3'->5' exonuclease subunit, Rrp44/Dis3 
(Dziembowski, Lorentzen et al., 2007). Although the core exosome is present in both the 
nucleus and cytoplasm, specific proteins are associated exclusively to the nuclear 
exosome, including a second 3 '->5' exonuclease, Rrp6 (Allmang, Petfalski et al., 1999). 
In contrast, adaptor proteins have been shown to be associated exclusively with the 
cytosolic form of the core exosome, such as Ski7 (van Hoof, Staples et al., 2000; Araki, 
Takahashi et al., 2001). Studies have also shown that the exosome can be activated by 
short poly(A) tails catalyzed by a non-canonical polyadenylation complex called 
TRAMP (Wahle, Lustig et al., 1993; LaCava, Houseley et al., 2005; Yu, Ji et al., 2005; 
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McPheeters, Cremona et al., 2009). Conversely, evidence also support exosome-
dependent degradation of transcripts polyadenylated via the canonical poly(A) 
polymerase (van Hoof, Lennertz et al., 2000; Milligan, Torchet et al., 2005; Grzechnik et 
Kufel, 2008; Lemay, D'Amours et al., 2010). 
Interestingly, several noncoding RNAs are upregulated during the initiation of 
fission yeast meiosis (Watanabe, Miyashita et al., 2001). One of the meiosis-specific 
noncoding RNAs is meiRNA, encoded by the sme2 gene (Watanabe et Yamamoto, 
1994). The expression of meiRNA at early meiosis is essential for meiotic 
differentiation, as sme2A cells cannot accomplish the first round of meiotic division 
(Watanabe et Yamamoto, 1994). The RNA-binding protein Mei2 binds the meiRNA to 
form a nuclear dot structure at the onset of meiosis (Watanabe et Yamamoto, 1994; 
Yamashita, Watanabe et al., 1998). Because Mei2 has been shown to colocalize with 
Mmil in a meiRNA-dependent fashion during meiosis, it has been proposed that the 
Mei2-meiRNA ribonucleoprotein (RNP) complex sequesters Mmi 1, thereby preventing 
the ability of Mmil to bind DSR-containing transcripts and promote their elimination 
(Harigaya, Tanaka et al., 2006). Despite the crucial role of the meiRNA in meiotic 
differentiation, much remains unclear about how this noncoding RNA is negatively 
regulated during the fission yeast mitotic cycle. 
In the course of studying the fission yeast homolog of the mammalian poly(A)-
binding protein nuclear 1 (PABPN1), Pab2, we have recently performed a genome-wide 
study that uncovered a novel function for Pab2 in 3' end processing of polyadenylated 
noncoding RNAs by the exosome (Lemay, D'Amours et al., 2010). Further analysis of 
Pab2-regulated genes indicated that a significant number of genes are associated with 
meiotic differentiation. In this study, we provide evidence that Pab2, Mmil, and the 
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nuclear exosome complex cooperate to rapidly eliminate several meiotic transcripts 
during mitosis, including the meiosis-specific noncoding meiRNA encoded by the sme2 
gene. We also find that Pab2 is bound to polyadenylated meiotic transcripts and controls 
the expression of meiotic mRNAs independently of the meiRNA-Mei2 complex. 
Consistent with this finding, the critical requirement for meiRNA expression to progress 
into meiosis was bypassed in the absence of Pab2. Our findings suggest are consistent 
with a polyadenylation-mediated mechanism of gene regulation in which Mmil, Pab2, 
and the exosome promote the nuclear degradation of meiotic transcripts during mitosis. 
Materials and Methods 
Strains and growth. All the S. pombe strains used in this study are listed on 
Supplementary Table 1. Unless specified otherwise, YES medium was used to grow 
strains to log phase at 30°C. Genes were deleted using the PCR-mediated gene 
disruption using 100-mer oligos with 80 nucleotides annealing to the target gene, as 
previously described (Bahler, Wu et al., 1998). Gene knockouts were confirmed by 
colony PCR and RT-PCR. 
Microarray analysis. The microarray data of pab2A cells was analyzed as 
previously described (Lemay, D'Amours et al., 2010). A statistical test using 
Significance Analysis of Microarrays (SAM) (Tusher, Tibshirani et al., 2001) identified 
113 genes with significant expression level increase in pab2A cells and low variation 
using a false discovery rate of 5%. The sme2 gene was not identified by SAM, although 
it displayed 11.4-, 2.8- and 4.6-fold increases in the pab2A strain relative to wild-type 
cells in three biological replicates: the sme2 gene was not included because the replicates 
29 
represented variation higher than the SAM's threshold. Previously described algorithms 
(Ashburner, Ball et al., 2000; Berriz, King et al., 2003) were used to distinguish 
functional gene classes within the RNA species identified by SAM. 
Real-time quantitative PCR. Real-time quantitative PCR analysis using fission 
yeast total RNA was performed as described previously (Bachand, Lackner et al., 2006). 
Briefly, 1 jig of total RNA was treated with Promega DNAse RQ1 and reverse 
transcribed using Qiagen Omniscript RT. cDNAs were diluted 100-fold and analyzed on 
an Eppendorf Realplex PCR instrument using Invitrogen Platinum SYBR Green mix. 
Fold changes were calculated using the AACt method as previously described (Bachand, 
Lackner et al., 2006). Unless specified otherwise, fold changes are relative to the wild-
type strain and normalized to the nda2 mRNA. 
Chromatin immunoprecipitation (ChIP). ChlPs were performed as previously 
described (Lemieux et Bachand, 2009) using a mouse monoclonal antibody (8WG16) 
specific to the carboxy-terminal domain (CTD) of the large subunit of RNA polymerase 
II. Quantification of the immunoprecipitated DNA was done by real-time quantitative 
PCR as described previously (Lemieux et Bachand, 2009). 
Promoter swap assay. Region 1-735 of the characterized meiRNA transcript 
(Watanabe et Yamamoto, 1994) was inserted in the pJK148 vector (Keeney et Boeke, 
1994) downstream of the adhl promoter. The linearized plasmid was transformed into a 
sme2A strain (FBY165) and proper genomic integration was confirmed by PCR using 
genomic DNA. The resulting strain (FBY173) was deleted for pab2 using 
PCR-mediated disruption as described above. Total RNA from the FBY106, FBY165, 
FBY173 and FBY174 strains was analyzed by RT-PCR using primers specific for the 
rmtl and meiRNA transcripts. 
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Northern Blot analysis. Forty micrograms of total fission yeast RNA was 
resolved on a 1.25% agarose-formaldehyde gel and transferred onto nitrocellulose 
membrane by capillary diffusion. Membranes were cross-linked and hybridized 
overnight. The DNA probe used to detect meiRNA was generated by random labelling 
the PCR-amplified region 27-237 of the sme2 gene. Visualization and quantification of 
Northern blot signals were analyzed using a Typhoon Trio instrument. Fold changes 
were calculated relative to the signal of meiRNA in the wild-type strain, and the signal 
was normalized to the 5S rRNA. 
Thermosensitive strains assay. FBY106, FBY107, FBY546 and FBY585 strains 
were grown to mid-log phase at 25°C. The cells were then split into two flasks, one kept 
at 25°C and the other shifted to the nonpermissive temperature of 36°C. The cells were 
grown for an additional hour before being harvested. Fold changes were calculated 
relative to the WT strain for each temperature and normalized to the srp7 RNA. 
RNA immunoprecipitation. RNA immunoprecipitations were performed as 
described previously (Lemay, D'Amours et al., 2010) using extracts prepared from a 
rrp6A strain that expresses a functional TAP-tagged version of Pab2 from its 
endogenous promoter (FBY347). A wild-type strain was used as a control for 
immunoprecipitation. RNA samples were treated with Promega DNase RQ1 and cDNA 
synthesis was primed with random hexamers (for srp7 RNA) and oligo d(T) (for 
polyadenylated meiotic RNA) using Qiagen Omniscript RT. Fold changes were 
calculated relative to an untagged control strain and normalized to srp7 RNA. 
Sporulation assay. FBY200, FBY335 and FBY394 homothallic h90 cells were 
counted using a haemocytometer and equal numbers of cells were spotted on minimal 
media and incubated at 30°C for six days to induce sporulation. Cells spots were stained 
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with iodine vapour, as described previously (Forsburg et Rhind, 2006). In total, at least 
600 cells for each strain from two independent experiments were counted manually to 
determine percentage of sporulation relative to wild-type h90 cells. 
Results 
Meiotic differentiation genes are upregulated in the absence of Pab2. DNA 
microarrays were previously used to investigate the expression profile of fission yeast 
cells that have a deletion for the gene encoding Pab2 (Lemay, D'Amours et al., 2010). A 
statistical analysis identified 113 and 85 genes that demonstrated increased and 
decreased RNA levels, respectively, in the pab2A strain (Lemay, D'Amours et al., 2010). 
We used established computational algorithms (Ashburner, Ball et al., 2000; Berriz, 
King et al., 2003) to identify enriched functional gene classes within the differentially 
regulated RNA species. This analysis identified a significant number of gene classes 
associated with meiotic differentiation in the gene set that showed increased RNA levels 
in the pab2A strain. Accordingly, genes associated with DNA recombination (P value = 
1.6e-10), reciprocal meiotic recombination (P = 8.7e-12), reproductive process (P = 
6.3e-6), sexual reproduction (P = 6.3e-6), horsetail nuclear movement (P = 8.2e-8), 
meiotic sister chromatid segregation (P = 1.1 e-6), synapsis (P = 5.7e-7), and meiotic 
sister chromatid cohesion (P = 2.9e-6) were upregulated in pab2A cells. Overall, 32 
genes previously demonstrated to be induced during fission yeast meiosis (Mata, Lyne et 
al., 2002) were among the 113 upregulated RNAs from pab2A cells (Table 1). 
Interestingly, of those 32 meiotic genes upregulated in the pab2A strain, 17 (53%) were 
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previously associated with the early phase of meiotic differentiation that includes 
premeiotic S phase and recombination (Mata, Lyne et al., 2002). 
Table 1. List of significantly upregulated meiotic genes in pab2A cells 
Common name Systematic ID Description/fu nction Classification in meiosis cycle* Mmil regulated 
dicl SPBC646.17c dynein intermediate chain early -
mcp6 SPBC582.06c meiosis specific coiled-coil protein early -
meulO SPCC1223.12c GPI anchored protein early -
meul3 SPAC222.15 meiotic expression upregulated early -
meu32 SPAP27G 11.08c meiotic expression upregulated early -
mug I SPCC11E 10.03 dynactin complex subunit early Yesc 
mug 10 SPAC57A10.04 sequence orphan early -
mug4 SPCC 1393.07c sequence orphan early -
mug45 SPBP8B7.04 sequence orphan early -
mug8 SPAC32A11.01 conserved fungal protein early -
rdh54 SPAC22F3.03c ATP-dependent DNA helicase early -
reclO SPAC25G 10.04c meiotic recombination protein early Yes" 
rec25 SPAC17A5.18c meiotic recombination protein early Yesc 
rec8 SPBC29A10.14 meiotic cohesin complex subunit early Yesc 
sfrl SPBC28F2.07 Swi five-dependent recombination repair protein early -
sme2b SPNCRNA.103 meiosis specific noncoding RNA early -
spo5 SPBC29A10.02 meiotic RNA-binding protein 1 early Yesc 
ssm4 SPAC27D7.13C pl50-Glued early Yesc 
gas4 SPBC342.03 GPI anchored protein middle -
mcp2 SPCC1682.08c RNA-binding protein middle -
mcp3 SPAC 1006.04c meiosis specific coiled-coil protein middle -
mdelO SPAC17A5.04c peptidase family M12B middle -
meul SPAC 1556.06 meiotic expression upregulated middle Yesc 
meu6 SPBC428.07 lysine-rich protein middle -
mug28 SPAC343.07 meiotically upregulated gene middle -
sgol SPBP35G2.03C shugoshin middle -
tht2 SPAC23C4.07 meiotically upregulated gene middle -
erg2 SPAC20G8.07C C-8 sterol isomerase unassigned -
niekl SPAC14C4.03 Cdsl/Rad53/Chk2 family protein kinase unassigned Yes" 
rikl SPCC1 IE 10.08 silencing protein unassigned -
spn7 SPBC19F8.01c septin unassigned -
SPAC29E6.07 sequence orphan unassigned -
SPAC2G 11.05c BROl domain protein unassigned -
a (Mata, Lyne et al., 2002) 
b sme2 was not identified by SAM (see Materials and Methods) 
c (Harigaya, Tanaka et al., 2006) 
d This study 
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Figure 1. Meiotic differentiation genes are upregulated in pab2A cells. The expression 
levels of seven meiotic genes as well as of the adhl and pgkl housekeeping genes were 
analyzed using real-time quantitative PCR in the wild-type and pab2A strains. The 
expression levels are relative to the wild-type strain and normalized to the nda2 mRNA. 
The data and error bars represent the average and standard deviation from three 
independent experiments. 
To validate this genome-wide data, we randomly selected seven meiotic genes 
within the list of Table 1 and performed quantitative PCR analysis to assess their 
expression levels inpab2A cells compared to a wild-type strain. As can be seen in Fig. 1, 
all of the tested meiotic genes demonstrated increased expression in the pab2A strain, 
whereas the adhl and pgkl housekeeping genes remained at baseline level. These results 
35 
demonstrate that specific meiotic transcripts accumulate in pab2A cells during the 
mitotic cycle. 
Posttranscriptional control of meiotic genes by Pab2. The upregulation of 
specific meiotic transcripts in the pab2A strain could be the consequence of a 
transcriptional derepression. To distinguish between transcriptional and 
posttranscriptional mechanisms, we assessed RNA polymerase II (Pol II) occupancy by 
chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays in wild-type and pab2A cells for two 
meiotic genes: sme2 and ssm4. Quantitative PCR analysis of the copurified DNA from 
RNA Pol II precipitates was performed using primer sets located in the coding region of 
the sme2 and ssm4 genes. Whereas similar Pol II densities were detected for the ssm4 
gene, a slight increase was noted in the sme2 locus (Fig. 2A). However, this 1.5-fold 
increase in Pol II density is in marked contrast to the 21-fold upregulation of meiRNA 
level detected in the pab2A strain (Fig. 1). The absence of changes in RNA Pol II 
occupancy detected at the sme2 and ssm4 genes between the wild-type and pab2A strains 
is not due to poor ChIP efficiency as demonstrated by the large dynamic range of our 
Pol II ChIP assays after activation of nmtl transcription (Fig. SI). These data suggest 
that the accumulation of meiRNA and ssm4 transcripts in pab2A cells is not the 
consequence of a transcriptional derepression. 
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Figure 2. Posttranscriptional control of meiotic differentiation genes by Pab2. 
(A) Chromatin immunoprecipitation assays using an RNA Pol II-specific antibody were 
analyzed using real-time quantitative PCR to assess abundance of RNA Pol II on two 
early meiotic genes, sme2 and ssm4. The fold enrichment of RNA Pol II is relative to an 
untranscribed region. The data and error bars represent the average and standard 
deviation from at least five independent experiments. (B) Schematic representation of 
the adhlP-sme2 construct. (C) Total RNA prepared from wild-type (lane 4), sme2A 
(lane 1), as well as sme2A and sme2A pab2A strains that express the meiRNA from the 
adhlP-sme2 chimeric construct (lanes 2 and 3, respectively) were analyzed for meiRNA 
and rmtl expression levels by RT-PCR. 
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To provide further evidence in favor of posttranscriptional gene regulation by 
Pab2, we replaced the meiosis-specific promoter of sme2 with the strong constitutive 
adhl promoter and examined the expression of this chimeric construct upon deletion of 
pab2. The adhl promoter was selected because adhl mRNA levels are not affected in 
the pab2A strain (Lemay, D'Amours et al., 2010). The adhlP-sme2 chimeric construct 
(Fig. 2B) was chromosomally-integrated as a single copy into sme2A and pab2A sme2A 
double mutant strains. The expression of meiRNA from the adhlP-sme2 chimeric 
construct in the sme2A strain was confirmed by RT-PCR analysis (Fig. 2C, compare 
lanes 1-2). Notably, the levels of meiRNA expressed from the adhl promoter 
significantly increased in the absence of Pab2 (compare lanes 2-3). In contrast, levels of 
the housekeeping rmtl transcript were not increased in the pab2A strain (compare lane 
2-3). These results indicate that intrinsic features within the meiRNA account for its 
negative posttranscriptional regulation by Pab2. 
The nuclear exosome cooperates with Pab2 in the regulation of meiotic 
transcripts. Most meiosis-specific transcripts are undetectable during normal mitotic 
growth in fission yeast (Mata, Lyne et al., 2002). Because our data suggest that the 
upregulation of meiotic genes in the pab2A strain results from a defect in a 
posttranscriptional mechanism, we reasoned that Pab2 may promote the rapid 
elimination of meiotic transcripts during the mitotic cell cycle. Accordingly, we have 
recently reported a significant overlap between the expression profile of pab2A cells and 
the expression profiles of dis3-54 and rrp6A strains (Lemay, D'Amours et al., 2010), 
which are mutated in two exonucleases specific to the exosome. Precisely, 37 genes 
38 
overlap between the upregulated expression profiles of pab2A and the dis3-54 mutant, 
which possesses an allele that contains a mutation in the exonuclease domain of the 
exosome subunit Dis3/Rrp44 (Murakami, Goto et al., 2007), and 37 genes overlap 
between the upregulated expression profiles of pab2A and rrp6A mutants. Interestingly, 
we found a substantial number of meiotic genes within the list of upregulated genes that 
overlap between the expression profiles of pab2A and dis3-54 mutants (14 of 37; Supp. 
Table 2) as well as betweenpab2A and rrp6A mutants (18 of 37; Supp. Table 3). 
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Figure 3. Pab2 cooperates with the nuclear exosome in the negative regulation of 
meiotic genes. (A) Northern Blot analysis of total RNA prepared from various RNA 
degradation mutants with the presence (+) or absence (-) of Pab2. The meiRNA was 
detected using a sequence-specific probe. (B) Quantification of Northern Blot 
experiments of meiRNA in various mutants of RNA degradation pathways. Expression 
levels are relative to the wild-type and normalized to the 5 S rRNA. The data and error 
bars represent the average and standard deviation from three independent experiments. 
(C) Real-time quantitative PCR analysis of spo5 and meul mRNAs in the same mutants 
as described in (A). The expression levels are relative to the wild-type strain and 
normalized to the nda2 mRNA. The data and error bars represent the average and 
standard deviation from three independent experiments. 
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To further examine the functional role of the exosome in the regulation of 
meiotic genes, we first analyzed the levels of the noncoding meiRNA in the dis3-54 and 
rrp6A strains. As can be seen in Fig. 3A, Northern blot analysis using total RNA 
prepared from pab2A (lane 2), dis3-54 (lane 5) and rrp6A (lane 7) strains clearly showed 
the accumulation of meiRNA. The meiRNA signal in each mutant was quantified 
relative to the meiRNA signal in the wild-type strain (Fig. 3B); quantification analyses 
indicated that the upregulation of meiRNA was most robust in the rrp6A strain. The 
more robust upregulation of meiRNA in pab2A as detected by qPCR (~20-fold; Fig. 1) 
is likely due to the greater sensitivity of the PCR assay and the use of a different 
calibration RNA (nda2 mRNA vs 5S rRNA). Strikingly, meiRNA levels in the pab2A 
dis3-54 double mutant were 4.3- and 5.5-fold greater than in the pab2A and dis3-54 
single mutant strains, respectively (Fig. 3A, compare lanes 6 to 2 and 5; Fig. 3B). In 
contrast, meiRNA levels in the pab2A rrp6A double mutant were increased by 1.7-fold 
relative to the rrp6A single mutant strain (Fig. 3A, compare lanes 8 and 7; Fig. 3B). The 
deletion of ski7, which encodes a cytoplasmic-specific exosome-associated protein, did 
not cause the accumulation of meiRNA (Fig. 3A, lane 9), consistent with a nuclear 
degradation pathway. Taken together, these data support roles for Dis3 and Rrp6 in the 
nuclear degradation of the noncoding meiRNA during mitosis. 
The synthesis of a short 3' poly(A) tail by the evolutionarily conserved TRAMP 
complex can promote the degradation of specific RNAs by the nuclear exosome 
(Kadaba, Krueger et al., 2004; LaCava, Houseley et al., 2005; Vanacova, Wolf et al., 
2005; Wyers, Rougemaille et al., 2005). To test whether the poly(A) polymerase activity 
of TRAMP was required for Pab2-dependent regulation of meiRNA, we deleted cidl4, 
41 
which encodes the single catalytic subunit of the fission yeast TRAMP complex (Win, 
Draper et al., 2006; Buhler, Haas et al., 2007). Deletion of cidl4 did not result in 
detectable levels of meiRNA (Fig. 3A, lane 3). Furthermore, meiRNA levels in a pab2A 
cidl4A double mutant strain did not significantly change relative to the single pab2A 
mutant (Fig. 3B). These results indicate that the poly(A) polymerase activity of the 
TRAMP complex is not required to control meiRNA expression during mitosis. 
We next assessed the role of the exosome in the posttranscriptional regulation of 
protein-coding meiotic genes by analyzing the expression levels of spo5 and meul 
mRNAs. As observed for meiRNA, deletion of ski7 or cidl4 did not affect the 
expression levels of spo5 and meul transcripts (Fig. 3C). Consistent with data obtained 
for the meiRNA, a synergetic effect was noted between the pab2A and dis3-54 strains, 
whereas the rrp6A pab2A double mutant yielded similar expression levels as the rrp6A 
single mutant strain. Taken together, these results suggest that Pab2 cooperates with the 
nuclear exosome in the downregulation of meiotic transcripts. 
Pab2 contributes to Mmil-mediated elimination of meiotic transcripts. The 
RNA-binding protein Mmil functions in the posttranscriptional destruction of specific 
meiotic mRNAs during fission yeast mitosis (Harigaya, Tanaka et al., 2006). To 
examine whether Pab2 and Mmi 1 function in the same pathway that negatively controls 
meiotic genes, we used a previously described strain with a temperature-sensitive (ts) 
allele of mmil (Harigaya, Tanaka et al., 2006) to generate a pab2A mmil-ts double 
mutant strain. The expression level of meiotic mRNAs was analyzed by qPCR using 
RNA prepared from wild-type, pab2A, mmil-ts3, and pab2A mmil-ts3 strains. Three 
common targets of Pab2 and Mmil were included in the analysis: spo5, ssm4, and meul, 
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as well as two targets of Pab2 that were not previously characterized as Mmil target 
mRNAs: reclO and mekl (Table 1; (Harigaya, Tanaka et al., 2006)). 
WT 
pab2& 
mml1-ts3 
mml1-ts3 pab2A 
WT 
pab2A 
mmil-Ml 
mml1-t»3 pab2& 
WT 
pab2A 
mml1-ts3 
mml1-ts3 pab2\ 
WT 
p»b2& 
mml1-ts3 
mml1-ts3 pabZh 
WT 
pab2à 
mml1-ts3 
mmi1-ts3 pab2à 
WT 
pab 2A 
mml1-ts3 
mml1-ts3 pab2A 
W 
pab2A 
mml1-ts3 
mmi1-tx3 pab2A 
mekl adh1 
25*C 
36*C 
WT 
pab2& 
mml1-ts3 
mm!1-ts3 pab2& 
WT 
pab2& 
mml1-ts3 
mmt1-t*3 pab2& 
25*C 
36*C 
WT 
pab2& 
mml1-ts3 
mml1-ts3 pab2A 
WT 
pab2& 
mml1-ts3 
mmi1-ts3 pab2A 
6 9 12 0 0.5 1 
Fold increase relative to WT normalized to srp7 RNA 
Figure 4. Pab2 contributes to the Mmil-mediated pathway of meiotic gene 
regulation. Real-time quantitative PCR analysis of the indicated meiotic genes in wild-
type, pab2i1, mmil-ts3, and mmil-ts3 pab2A strains at the permissive (25°C) and non-
permissive (36°C) temperatures. The levels of transcripts are relative to the wild-type 
strain at each temperature and normalized to the srp7 RNA. The data and error bars 
represent the average and standard deviation from at least three independent 
experiments. 
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As shown in Fig. 4, all five meiosis-specific transcripts, but not the adhl control 
mRNA, significantly accumulated after inactivation of Mmil using the mmil-ts3 strain 
(compare RNA levels at permissive and nonpermissive temperatures). These meiotic 
transcripts were also upregulated in the pab2A strain, consistent with our microarray 
results (Table 1). Inactivation of Mmil in the context of a pab2 deletion (mmil-ts3 
pab2A) generally resulted in greater accumulation of meiotic mRNAs relative to either 
single mutant (Fig. 4; see nonpermissive temperature of 36°C). Yet, the upregulation 
seen for some meiotic transcripts (ssm4, reclO, and mekl) in the mmil-ts3 pab2A double 
mutant was not an additive effect between the pab2 deletion and Mmil inactivation, 
suggesting that Pab2 and Mmil contribute to the same pathway of gene regulation. This 
is in contrast to the meul and spo5 mRNAs, for which the upregulation detected in the 
pab2A strain was 2.5- and 4.0-fold lower, respectively, than in the mmil-ts3 strain (Fig. 
4). Given the more important role of Mmil relative to Pab2 in the negative control of 
meul and spo5 expression, it is difficult to determine whether the 1.3-fold increase in 
meul and spo5 mRNAs in the mmil-ts3 pab2A double mutant relative to the mmil-ts3 
strain is significant. Altogether, these results support a complex mechanism of meiotic 
RNA degradation that requires the coordination of Pab2 and Mmil. 
Pab2 regulates meiotic mRNAs independently of the noncoding meiRNA. Our 
genome-wide analysis of gene expression changes in the pab2A strain revealed the 
upregulation of the key meiosis-specific noncoding meiRNA, encoded by the sme2 gene 
(Table 1; Figs. 1 and 3). It has been established that formation of the Mei2-meiRNA 
44 
RNP complex during meiotic prophase sequesters Mmil to allow stable accumulation of 
meiotic mRNAs (Harigaya, Tanaka et al., 2006). To investigate whether the 
upregulation of meiotic mRNAs in pab2A cells could be an indirect consequence of 
meiRNA accumulation that associates with Mei2, we analyzed the expression levels of 
meiotic mRNAs in wild-type, pab2A,pab2A mei2A and pab2A sme2A strains. As can be 
seen in Fig. 5, the expression levels of meul, spo5 and reclO mRNAs were upregulated 
in sme2A pab2A and mei2A pab2A double mutants compared to the wild-type strain, and 
similar to the pab2A single mutant. These results indicate that Pab2-dependent control of 
meiotic mRNAs is not mediated through inhibition of Mmil by the Mei2-meiRNA RNP. 
45 
meiRNA 
meul 
spc5 
pab2A me/2A 
WT | 
pab2A 
pab2A mei2A 
pab2A sme2& 
WT 
pab2A 
pablA me!2A 
pab2A sme2A 
pab2A 
pab2A mel2& 
pab2A sme2A 
0 5 10 15 20 25 30 
Fold increase relative to WT normalized to nda2 mRNA 
B 
Pab2-TAP 
meiRNA 
srp7 
meiRNA 
srp7 
Input RNA IP 
+ RT 
RT 
60 
8£50 
11 3 « 
s s 40 
Q V 
i l  
I |30 
c g 
| c 20 
|I 
I " O ô 1® 
o 
| I I 
J > 
Figure 5. Regulation of meiotic mRNAs by Pab2 is direct and independent of the 
Mei2-meiRNA complex. (A) Real-time quantitative PCR analysis of the indicated 
meiotic genes in wild-type, pab2A, pab2A mei2A and pab2A sme2A strains. The levels of 
transcripts are relative to the wild-type strain and normalized to the nda2 mRNA. The 
data and error bars represent the average and standard deviation from three independent 
experiments. (B) Immunoprecipitation (IP) experiments showing that polyadenylated 
meiRNA, but not the cytoplasmic srp7 RNA, is enriched in Pab2-TAP precipitates. The 
meiRNA and srp7 cDNAs were synthesized using oligo d(T) and random primers, 
respectively. (C) Quantification using real-time quantitative PCR for the enrichment of 
meiotic RNAs in Pab2-TAP precipitates. The fold changes are relative to an untagged 
control strain and normalized to the cytosolic srp7 RNA. The data and error bars 
represent the average and standard deviation from three independent experiments. 
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We then examined whether meiotic transcripts are bound by Pab2 in 
immunoprecipitation experiments using a functional TAP-tagged version of Pab2. 
Because meiotic transcripts are not detectable in mitotic cells, we performed these 
experiments in an rrp6A genetic background, as various meiotic transcripts accumulate 
in the absence of Rip6 (Fig. 3). As can be seen in Fig. 5B, the noncoding meiRNA was 
significantly enriched in the Pab2-TAP precipitate compared to an untagged control 
strain (upper panel, compare lanes 3-4). In contrast, no enrichment was detected for the 
abundant cytosolic srp7 RNA (Fig. 5B, upper panel, compare lanes 3-4). Importantly, no 
signal was detected in the absence of reverse transcription (-RT), indicating that the 
observed amplification was not due to the presence of residual DNA in the 
immunoprecipitate (Fig. 5B, lower panels). We also quantified the enrichment of the 
noncoding meiRNA as well as other meiotic mRNAs by quantitative PCR. Meiotic 
transcripts were enriched from 12- to 45-fold in Pab2 precipitates relative to the control 
purification (Fig. 5C). These results indicate that Pab2 associates with polyadenylated 
meiotic transcripts during mitosis. 
Deletion of Pab2 can rescue the meiosis arrest of sme2A cells. Our data indicate 
that pab2A cells accumulate meiotic differentiation genes independently of the meiRNA-
Mei2 complex (Fig. 5). This result raised the possibility that the deletion of pab2 could 
bypass the requirement for the formation of the Mei2-meiRNA dot during the initiation 
of meiosis. We therefore examined whether the meiotic differentiation arrest due to the 
absence of the Mei2 dot in sme2A cells (Watanabe et Yamamoto, 1994) could be 
suppressed by deleting pab2. We used a homothallic strain (h90) that can switch between 
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mating types, and therefore self-initiate meiotic differentiation. Wild-type, sme2A and 
sme2A pab2A homothallic strains were generated to assess the importance of Pab2 as a 
negative regulator of meiotic differentiation. 
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Figure 6. Pab2 is a negative regulator of meiotic differentiation. (A) 
Sporulation analysis of wild-type, sme2A and pab2A sme2A homothallic strains. The 
spots were stained for spores using iodine vapours. Cells from each strain were 
visualized by microscopy. (B) The cells were manually counted to assess sporulation 
percentage relative to a wild-type homothallic strain. The data and error bars represent 
the average and standard deviation from two independent experiments. In total, at least 
600 cells were counted for each strain. 
48 
As can be seen by iodine staining of sporulated cells (Fig. 6A, lower panels), 
deleting pab2 rescued the meiotic arrest phenotype of sme2A cells. To confirm the 
iodine staining experiment, we manually counted the ascii population of each strain. As 
expected, sme2A cells sporulated at a frequency less than 1% (Fig. 6A, panel b; Fig. 6B), 
whereas a normal homothallic strain sporulated efficiently (Fig. 6A, panel a; Fig. 6B). 
Notably, the sme2A pab2A double mutant strain underwent meiosis and generated four-
spore ascii at a 64% efficiency compared to wild-type cells. (Fig. 6A, panel c; Fig. 6B). 
These results indicate that deletion of pab2 largely suppresses the meiotic arrest of 
sme2A cells and strengthen the idea that Pab2 functions in the negative regulation of 
meiotic differentiation during mitotic divisions. 
Discussion 
Each eukaryotic cell is committed to either mitosis or meiosis. Accordingly, 
commitment to meiotic differentiation is accompanied by drastic and irreversible 
changes in global gene expression (Chu, DeRisi et al., 1998; Primig, Williams et al., 
2000; Mata, Lyne et al., 2002). Because the information encoded within the genome of 
most eukaryotic cells has the potential to switch from mitosis to meiosis, the expression 
of meiotic differentiation genes must be strongly repressed during the mitotic cycle. 
Here we report that Pab2, the fission yeast homolog of the mammalian poly(A)-binding 
protein nuclear 1 (PABPN1), functions as a negative regulator of meiosis-specific genes 
during the mitotic cycle. A polyadenylation-dependent mechanism has been previously 
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established during the mitosis-meiosis decision in the C. elegans germline. In this 
organism, a regulatory cytoplasmic polyadenylation complex stimulates the expression 
of meiotic genes (Wang, Eckmann et al., 2002; Suh, Jedamzik et al., 2006). Whereas this 
cytoplasmic pathway represents a positive regulatory step that reinforces commitment to 
the meiotic cycle in C. elegans, the Pab2-dependent mechanism described in this study 
is nuclear and represents a negative regulatory step to prevent untimely expression of 
meiotic genes. Our study therefore provides significant insights into the negative control 
of meiotic gene expression during fission yeast mitosis by demonstrating the key role of 
a PABP in this process. 
Posttranscriptional gene regulation of meiotic genes by Pab2. 3' end 
polyadenylation of mRNAs is generally thought to confer positive roles in eukaryotes, 
including nuclear export competence, stability, and efficient translational activity. 
However, the existence of an evolutionarily conserved mechanism in which the 3' 
poly(A) tail can also target transcripts for degradation via the nuclear exosome complex 
of 3-*5' exonucleases has recently been established (LaCava, Houseley et al., 2005; 
Vanacova, Wolf et al., 2005; Wyers, Rougemaille et al., 2005; West, Gromak et al., 
2006; Chekanova, Gregory et al., 2007). Consistently, the data presented in this study 
support a polyadenylation-mediated mechanism of gene regulation in which Pab2 
promotes the degradation of meiosis-specific transcripts during the mitotic cell cycle. 
Our attempts to determine changes in the half-life of meiotic transcripts that are 
regulated by Pab2 have been unsuccessful, however, as meiotic RNAs are undetectable 
during the mitotic cell cycle (Fig. 3; (Harigaya, Tanaka et al., 2006)). This therefore 
suggest rapid co-transcriptional degradation of meiotic transcripts, similar to what has 
50 
been seen for cryptic unstable transcripts (CUTs) that are also untraceable in normal 
growing cells (Wyers, Rougemaille et al., 2005; Davis et Ares, 2006). Also similar to the 
pathway of CUT decay, recent studies suggest that the exosome complex contributes to 
the degradation of fission yeast meiotic transcripts (Wang, Stevenson et al., 2008; 
McPheeters, Cremona et al., 2009). Consistently, we found several meiotic transcripts to 
be upregulated in cells in which genes that encode exosome components were deleted or 
mutated (Fig. 3). Our data also goes beyond previous findings and demonstrate the 
specific role of the nuclear exosome in this process. This conclusion is supported by 
results showing that the expression of meiotic genes was unaffected in the absence of the 
exosome-associated cytosolic factor, Ski7, whereas the nuclear exosome component 
Rrp6 was required for the elimination of meiotic transcripts (Fig. 3). The specific role of 
the nuclear exosome in the negative regulation of meiotic genes is consistent with the 
nuclear localization of Pab2 (Perreault, Lemieux et al., 2007) and Mmil (Harigaya, 
Tanaka et al., 2006). Interestingly, genome-wide localization analyses in budding yeast 
indicate the recruitment of exosome components to meiotic intron-containing genes 
(Moore, Schwartzfarb et al., 2006), suggesting that the role of the exosome in the 
negative regulation of meiotic gene expression is conserved between fission and budding 
yeasts. 
Results of our RNA expression analyses using different meiotic genes revealed 
greater defects in the rrp6A strain compared to the dis3-54 mutant (Fig. 3). These results 
corroborate previous findings that demonstrate that depletion of Rrp6 or Dis3 can result 
in different RNA processing defects (Allmang, Kufel et al., 1999; van Hoof, Lennertz et 
al., 2000; Dziembowski, Lorentzen et al., 2007), suggesting that these exonucleases may 
have functionally distinct roles within the nuclear exosome complex. Consistently, 
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electron micrographs of the purified Leishmania exosome suggest that Rrp6 and Dis3 
are located on opposite sides of the exosome complex (Cristodero, Bottcher et al., 2008). 
Results also show that Rrp6 can perform RNA processing events independently of the 
core exosome in yeast (Callahan et Butler, 2008). The enzymatic activity of Rrp6 may 
therefore be the main nuclease activity used to degrade meiotic transcripts during fission 
yeast mitosis. However, we cannot exclude that the differences in meiotic gene 
expression may be due to the use of a hypomorphic (dis3-54) versus a null (rrp6A) 
allele. 
Our data revealed a functional relationship between Pab2 and the exosome, as 
indicated by the substantial number of meiotic genes that are present in the list of 
upregulated genes that overlap between the expression profiles of pab2A, dis3-54, and 
the rrp6A mutant (Supp. Tables 2-3). Given that we have demonstrated direct physical 
interaction between Pab2 and the nuclear exosome (Lemay, D'Amours et al., 2010) and 
shown that Pab2 is associated with meiotic transcripts (Fig. 5), these observations 
suggest a model in which Pab2 contributes to the rapid degradation of meiotic transcripts 
by promoting exosome-mediated decay. In this respect, our data supports that meiotic 
gene regulation by Pab2 is more closely linked to Rrp6 than to Dis3: pab2A and dis3-54 
mutants showed a synergetic effect, whereas the absence of Pab2 in rrp6A cells did not 
greatly increase meiotic gene expression compared to the rrp6A single mutant (Fig. 3). 
A poly (A) degradation pathway independent of the polyadenylation activity of 
TRAMP. The role of the poly(A)-binding protein Pab2 in the posttranscriptional 
elimination of meiotic transcripts suggest a polyadenylation-mediated mechanism of 
RNA decay. This is in fact consistent with the recently described role of Pab2 in 
promoting degradation of polyadenylated small nucleolar RNAs via the exosome 
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(Lemay, D'Amours et al., 2010). In eukaryotes, polyadenylation-mediated RNA decay 
has been largely associated to the activity of the TRAMP polyadenylation complex 
(Wahle, Lustig et al., 1993; LaCava, Houseley et al., 2005; Yu, Ji et al., 2005; 
McPheeters, Cremona et al., 2009). In contrast, the specialized decay pathway described 
in this study functions via a polyadenylation activity distinct from the TRAMP complex, 
as our results indicate that the expression levels of meiotic transcripts are not affected in 
the cidl4A strain (Fig. 3), which encodes the catalytic subunit of the fission yeast 
TRAMP. This result echoes recent data demonstrating that the catalytic activity of 
TRAMP was not required to suppress the expression of crsl, which encodes a meiotic 
cyclin (McPheeters, Cremona et al., 2009). Although the polyadenylation activity 
required for Pab2-mediated elimination of meiotic transcripts remains to be determined, 
exosome-dependent degradation of RNAs polyadenylated by the classical poly(A) 
polymerase has been reported (van Hoof, Lennertz et al., 2000; Milligan, Torchet et al., 
2005; Grzechnik et Kufel, 2008; Lemay, D'Amours et al., 2010). 
Mmil as a specificity factor for Pab2-mediated decay of meiotic RNAs. During 
fission yeast mitosis, Mmil functions as a fram-acting factor that eliminates meiotic 
transcripts that include a cw-element termed "determinant of selective removal" (DSR) 
(Harigaya, Tanaka et al., 2006). As the RNA element bound by Pab2 is a widespread 
sequence (poly(A) tail), other factors are likely responsible for Pab2 recruitment and/or 
activation to selectively target meiotic RNAs for degradation. Several lines of evidence 
suggest that Mmil acts as the factor that selectively targets DSR-containing meiotic 
transcripts for degradation by Pab2 and the exosome: (1) our genome-wide data revealed 
that a number of Pab2 target genes are also subjected to Mmil-dependent regulation: 
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mugi, rec25, spo5, ssm4, rec8, and meul (Table 1). In fact, most of the known Mmil-
regulated transcripts (Harigaya, Tanaka et al., 2006) are upregulated in pab2A cells. 
Furthermore, our study identified novel Mmil target genes within the list of Pab2-
controlled meiotic RNAs: the recJO and mekl mRNAs (Fig. 4), as well as the non-
coding meiRNA (data not shown); (2) our data using the pab2A mmil-ts3 double mutant 
strain suggest that Pab2 and Mmil fonction in the same pathway that suppresses the 
expression of meiotic genes in mitosis; (3) Pab2 copurifies with Mmil in 
immunoprecipitation assays (Masayuki Yamamoto, personal communication); and (4) 
Pab2 has recently been shown to promote the degradation of specific polyadenylated 
RNAs by the nuclear exosome complex (Lemay, D'Amours et al., 2010). Because DSR 
elements are usually located near the 3' end of meiotic transcripts (Harigaya, Tanaka et 
al., 2006), we speculate that binding of Mmil to DSR-containing transcripts alters 
normal 3' end mRNA processing and triggers a polyadenylation-mediated decay 
pathway that involves Pab2 and the exosome. Consistent with such a model, the 
polyadenylation signal of the crsl gene, a Mmil-regulated meiotic transcript, was shown 
to be important for the negative regulation of crsl expression in mitosis (McPheeters, 
Cremona et al., 2009). 
In summary, our study provides significant new insights into mechanisms of 
meiotic gene regulation by the identification of a novel trans-acting factor, Pab2, which 
promotes the degradation of meiotic transcripts in mitosis. Future studies should reveal 
if the negative regulatory mechanism orchestrated by Mmi 1, Pab2, and the exosome is 
actively blocked upon meiosis entry or whether robust transcriptional activation 
surpasses this mode of posttranscriptional gene regulation. Our findings therefore 
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unveiled a previously uncharacterized mode of gene regulation in which a poly(A)-
binding protein targets specific transcripts for nuclear degradation. 
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DISCUSSION 
L'étude de la fonction de Pab2 chez la levure à fission S. pombe nous a permis de 
mieux comprendre son rôle au niveau du contrôle de l'expression génique. Lorsque la 
cellule est en croissance végétative (dans le cycle mitotique), les gènes méiotiques 
doivent être réprimés pour ne pas nuire à la survie de la cellule. La mitose et la méiose 
sont mutuellement exclusives, et il doit donc exister un mécanisme strict de régulation 
pour éviter que des gènes méiotiques soient exprimés alors qu'ils ne doivent pas l'être. 
La régulation de la méiose était un phénomène principalement décrit comme un 
mécanisme de régulation transcriptionnelle et de modifications posttraductionnelles, 
avec des facteurs de transcription identifiés pour chacune des vagues d'expression des 
gènes méiotiques et une protéine kinase qui phosphoryle deux composantes essentielles 
de l'initiation de la méiose. L'agent posttranscriptionnel Mmil avait été introduit, mais 
peu caractérisé. Les résultats des micropuces à ADN obtenus dans le laboratoire sur la 
souche pab2A nous a permis de constater l'implication majeure de Pab2 dans la 
régulation de l'expression des gènes méiotiques. Nos résultats ont permis de déterminer 
que Pab2 est un autre agent posttranscriptionnel impliqué dans le contrôle de 
l'expression de ces gènes. Nos études ont démontré que l'exosome nucléaire est 
principalement mobilisé pour dégrader les ARN méiotiques ciblés par Pab2. De plus, 
nos études ont démontré que Pab2 coopère avec Mmil, un autre facteur de régulation 
posttranscriptionnelle déjà connu qui reconnaît une séquence distincte sur les ARN 
messagers méiotiques. D'autre part, des résultats ont démontré que Pab2 est associé aux 
ARN qu'il régule. 
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MITOSE 
MEIOSE 
meiR 
Figure 5. Vue d'ensemble de la régulation des gènes méiotiques. La régulation de 
l'expression des gènes méiotiques lors de la mitose requiert une coopération entre 
plusieurs protéines. Ces protéines doivent être inhibées lors de la méiose pour permettre 
l'expression des gènes méiotiques. L'élément Poly(A) sur la figure représente les 
composantes de polyadénylation, incluant Pab2. 
D'autres études ont également caractérisé l'implication de Pab2 et de la 
polyadénylation dans la régulation des gènes méiotiques. Le système de dégradation 
contrôlé par Mmil est dépendant de la présence d'une queue poly(A) sur l'ARN cible 
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(Yamanaka, Yamashita et al., 2010). En effet, il a été démontré que Mmi interagit avec 
des composantes de maturation en 3' et de polyadénylation comme la poly(A) 
polymérase canonique Plal, une sous-unité du complexe CFIA Rnal5 et Pab2. Cette 
étude supporte un modèle dans lequel Mmil promouvoit une maturation et 
polyadénylation qui sert à éliminer les transcrits. L'interaction de Mmil avec les 
facteurs de polyadénylation, couplée à son affinité pour l'exosome nucléaire, permet de 
cibler les transcrits pour la dégradation. Cependant, une autre étude soutient un modèle 
divergent. Des analyses de transcription run-on couplées à des analyses des niveaux 
d'ARN ont permis de déterminer que malgré la présence d'une transcription presque 
stable des gènes méiotiques, et ce même en mitose, l'accumulation des transcrits 
méiotiques survient à des temps décalés (Cremona, Potter et al., 2010). Particulièrement, 
l'accumulation des transcrits pendant la méiose correspond au temps où ils sont maturés 
avec une queue poly(A). Cette synchronicité de maturation et d'accumulation a 
également été observée dans des souches thermosensibles mmil-ts à la température non 
permissive. Ces résultats promouvoient un mécanisme par lequel Mmil réprime la 
maturation de la polyadénylation des ARN méiotiques pour les dégrader. D'autre part, 
les transcrits qui échappent à cette régulation et obtiennent une queue poly(A) sont 
récupérés par le système de dégradation « général » impliquant Pab2. Une autre étude 
soutient davantage le premier modèle. En effet, un autre facteur de régulation 
posttranscriptionnel a récemment été identifié. Il a été démontré que la protéine Redl 
colocalise avec Mmil pendant la mitose (Sugiyama et Sugioka-Sugiyama, 2010). De 
plus, dans la souche redl A, les ARN contenant une séquence DSR accumulent et ne sont 
pas excessivement polyadénylés, comme dans la souche mmil-ts (Sugiyama et Sugioka-
Sugiyama, 2010; Yamanaka, Yamashita et al., 2010). Cependant, contrairement à Mmil 
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qui forme une structure distincte lors de l'initiation de la méiose (Harigaya, Tanaka et 
al., 2006), la protéine Redl ne colocalise pas avec le complexe RNP Mei2-meiRNA-
Mmil, ce qui laisse présager un autre rôle pour Redl dans la régulation de l'expression 
des gènes méiotiques. Toutefois, cette étude supporte le modèle dans lequel Mmil 
promouvoit une polyadénylation distincte qui cible les ARN contenant un DSR pour la 
dégradation par l'exosome. Globalement, ces résultats pointent vers un modèle dans 
lequel Pab2 est un intermédiaire entre le facteur de sélectivité Mmil et le facteur de 
dégradation Rrp6. Cependant, plusieurs aspects de cette coopération restent encore à être 
élucidés. 
Dans la prochaine section, je vais me concentrer plus sur les aspects du projet qui 
n'ont pas été abordés dans la discussion de l'article. En effet, dans la prochaine section, 
je discuterai particulièrement des travaux qui pourraient être poursuivis. 
1. Maturation alternative de l'ARN non-codant meiRNA 
La régulation de Pab2 sur l'ARN non-codant meiRNA est intéressante, car tel 
que mentionné dans l'introduction, meiRNA est un des éléments clés dans l'initiation de 
la méiose. La régulation de Pab2 sur les autres gènes méiotiques n'est pas dépendante de 
meiRNA ou même de Mei2 (Fig 5, St-André et al 2010), ce qui suggère que Pab2 
fonctionnerait au niveau de la régulation de meiRNA, ainsi que des éléments en aval de 
meiRNA dans I'activation de la méiose. Un effet notable de meiRNA a été observé lors 
d'expériences de type Northern Blot (Figure 6). 
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- meiRNA 
meiRNA 
Figure 6. Maturation alternative de meiRNA. Analyse de l'ARN total dans les 
souches haploïdes notées sur gel Northern Blot. La sonde hybridée est un ADN 
complémentaire à la séquence de meiRNA. 
L'ARN de meiRNA comporte différents isoformes, selon la composante de 
régulation des gènes méiotiques qui est affectée. Dans les souches pab2A et rrpôA, le 
meiRNA migre à une taille d'environ 500 paires des bases. Cependant, dans les souches 
mmil-ts ou patl-114 synchronisées en méiose, le meiRNA migre à une taille beaucoup 
plus grande, de plus de 1200 paires de bases. 
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pab2A pat 1-114 pat 1-114 pat1-114 
sme2A pab2A rrp6A mmil-ts TO T2 T4 
Figure 7. Les isoformes de meiRNA sont le résultat d'un site alternatif de 
polyadénylation. Les différentes tailles de meiRNA dans les souches haploïdes 
illustrées correspondent à un changement dans le site de clivage et de polyadénylation. 
Expérience de digestion à la RNAseH contre le transcrit meiRNA dans les souches 
indiquées. La digestion a été effectuée avec une séquence complémentaire à meiRNA, 
en présence (+) ou non (-) d'un oligo poly(T) pour couper la queue poly(A). La sonde 
hybridée est un ADN complémentaire à la séquence de meiRNA en aval de la coupure 
spécifique à meiRNA. La série de bandes marquées d'un astérisque représentent un 
artéfact de l'expérience de digestion. 
Des expériences de digestion à la RNAseH ont été effectuées pour déterminer si 
cette différence de taille était due à un site d'initiation alternatif de début de 
transcription, à un site alternatif de terminaison ou à une différence de taille de queue 
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poly(A) (Figure 7). Cette expérience consiste à hybrider un ARN d'intérêt avec un oligo 
d'ADN connu. L'enzyme ARNaseH reconnaît spécifiquement le duplexe ARN-ADN et 
effectue une coupure endonucléolytique à l'endroit de l'hybridation. La présence ou non 
d'un oligo d(T) qui s'hybride à la queue poly(A) résulte en un ARN sans ou avec une 
queue poly(A), respectivement. Cela permet de déterminer approximativement le site de 
polyadénylation et la longueur de la queue poly(A). Les expériences ont démontré que 
les isoformes de meiRNA correspondaient à des sites alternatifs de polyadénylation. Des 
analyses par LLM-PAT couplées à un séquençage ont permis d'identifier des sites 
alternatifs de polyadénylation (Figure 8). Ces résultats démontrent que le meiRNA subit 
une terminaison différente selon les composantes moléculaires présentes. 
sme2 
meiRNA 
I 
440 nts 
T 
•AAAAAAAA 
1224,1299,1319 nts 
JW 
•AAAAAAAA 
Figure 8. Sites de polyadénylation alternatifs de meiRNA. Représentation des sites de 
polyadénylation alternatifs. Dans les souches pab2A et rrpôA, le site de clivage et de 
polyadénylation de meiRNA est à 440 nucléotides (nts). Dans les souches mmil-ts et 
pat 1-114, les sites sont à 1224, 1299 et 1319 nucléotides. 
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1.1 Le mécanisme du changement de taille 
1.1.1 L'implication de Mei2 
Tel que vu à la figure 6, le meiRNA représente l'isoforme long dans la souche 
patl-114 synchronisée en méiose, similaire à la souche mmil-ts. Or, la fonction de Patl 
n'est pas directement liée au meiRNA. Patl est une protéine kinase qui phosphoryle 
Mei2 et Stel 1 pendant la mitose (Figure 2). Les protéines Mei2 et Stel 1 phosphorylées 
sont ciblées pour la dégradation et ne peuvent donc pas accomplir leur fonction dans 
l'initiation de la méiose (Kitamura, Katayama et al., 2001; Sato, Watanabe et al., 2002). 
La littérature suggère que pendant l'initiation de la méiose, l'inactivation de Patl permet 
à Mei2 non-phosphorylée de migrer au noyau pour séquestrer Mmil à l'aide de meiRNA 
(Harigaya, Tanaka et al., 2006; Yamanaka, Yamashita et al., 2010). Cette séquestration 
aurait l'effet d'empêcher Mmil d'accomplir sa fonction et correspondrait au phénotype 
de meiRNA observé dans la souche mmil-ts (Figure 3 et 5). Je propose donc d'élucider 
le mécanisme au cours duquel lors de l'initiation de la méiose, le meiRNA change d'une 
taille courte à une taille longue. Pour ce faire, j'utiliserai la souche patl-114 pour 
pouvoir synchroniser les cellules en méiose. L'avantage de la souche patl-114 est que 
les cellules peuvent être amenées en méiose même si elles sont haploïdes. Les cellules 
sont cultivées dans un milieu minimal, puis changées vers un milieu sans azote pour 
synchroniser les cellules en phase Gl. Lorsque les cellules sont synchronisées, les 
cellules sont changées à une température de 34°C pour inactiver la protéine Patl 
thermosensible. Ceci permet à Mei2 et Stell d'effectuer leur fonction et d'initier la 
méiose de façon ectopique. 
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J'utiliserai donc la souche pat 1-114 dans laquelle le gène mei2 est 
supprimé. Lorsque les cellules seront induites en méiose, l'inactivation de Patl activera 
seulement le facteur de transcription Stell. Je synchroniserai les cellules pat 1-114 et 
patl-114 mei2A en méiose et procéderai avec une extraction d'ARN. En analysant 
l'ARN total sur un gel dénaturant et en hybridant avec une sonde dirigée contre 
meiRNA, on pourra déterminer si Mei2 est responsable du changement d'isoforme de 
meiRNA en observant la taille de meiRNA généré dans les différentes souches. 
1.1.2 La liaison de Mei2 à meiRNA 
Advenant le cas où Mei2 est responsable du changement de taille entre la mitose 
et la méiose, il serait intéressant d'étudier à quelle étape cette implication survient. Une 
hypothèse est que Mei2 forme un complexe avec la protéine Mmi 1 de manière à enlever 
Mmil de l'ARN de meiRNA naissant. Une autre hypothèse est que Mei2 lie l'ARN de 
meiRNA naissant à la place de Mmil, ce qui lui confère une protection contre une 
dégradation Mmil-dépendante. Pour répondre à cette question, j'utiliserais la souche 
patl-114 pour synchroniser les cellules en méiose dans laquelle la protéine Mei2 
possède un épitope TAP. J'immunoprécipiterai Mei2 et analyserai l'ARN lié à la 
protéine lors de l'initiation de la méiose. 
1.2 Localisation des isoformes de meiRNA 
Un autre point à étudier serait d'étudier la localisation des isoformes de 
meiRNA. Des résultats préliminaires ont démontré que le meiRNA s'accumule dans une 
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structure spécifique dans les cellules pab2A et rrpôA (St-André et Bachand, non publié). 
De plus, cette structure coïncide avec le focus d'ARN polyadénylés également détectés 
dans ces souches et se localisent au niveau du nucléole (Lemay, D'Amours et al., 2010). 
Une hypothèse émise est que ce focus correspond à un centre de dégradation de 
meiRNA qui est visible par l'absence de Pab2 ou Rrp6. Puisque les isoformes de 
meiRNA des souches mmil-ts et pat 1-114 sont signifïcativement distincts de ceux des 
souches pab2A et rrpôA, il serait important de vérifier la localisation cellulaire de 
l'isoforme long. Puisque Pisoforme long est celui qui s'accumule dans des conditions 
simulant l'activation de la méiose, il serait probable que l'isoforme long ne se retrouve 
pas au nucléole, mais au site de transcription de meiRNA, dans le focus Mei2 (Shimada, 
Yamashita et al., 2003). Pour réaliser cette expérience, j'utiliserai la méthode de 
fluorescence par hybridation in situ (FISH). J'utiliserai des souches de type sauvage, 
pab2A, rrpôA, mmil-ts et patl-114. Puisque l'abondance des transcrits méiotiques est 
relativement faible, une observation sur des cellules vivantes ne procurerait pas des 
images nettes. La fixation des cellules au formaldéhyde permet de concentrer le signal 
en un focus visible. Les cellules seront fixées à l'aide du formaldéhyde pour immobiliser 
les composantes cellulaires afin de pouvoir les observer ponctuellement. Ensuite, les 
cellules seront perméabilisées pour permettre à la membrane cellulaire de laisser passer 
des molécules. Puis, les cellules seront hybridées avec des sondes d'ADN couplées à des 
fluorophores Cy3 ou Cy5 et le noyau sera visualisé au DAPI. La particularité des 
fluorophores est qu'ils émettent un signal fluorescent à une longueur d'onde spécifique 
lorsqu'ils sont stimulés avec un laser à une longueur d'onde unique au fluorophore. On 
peut donc observer la localisation cellulaire de composantes moléculaires. En utilisant 
une sonde d'ADN complémentaires à la séquence de meiRNA couplé à plusieurs 
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molécules de Cy5, on pourra déterminer la localisation cellulaire du meiRNA lorsque 
l'isoforme long s'accumule. 
2. L'implication de Pab2 dans l'expression des gènes méiotiques 
L'implication de Pab2 dans la répression de l'expression des gènes méiotiques 
est sans équivoque. Toutefois, l'importance de la présence de Pab2 dans cette régulation 
peut faire l'objet d'une étude plus approfondie (Figure 5). En effet, bien que Pab2 ait été 
identifiée comme partenaire du système Mmil-exosome, la délétion de Pab2 résulte 
toujours d'un effet égal ou moindre sur l'augmentation de l'expression des gènes ciblés, 
comparé à l'effet d'une déplétion de Mmil ou d'une délétion de Rrp6 (Fig 3, 4; St-
André et al 2010). Ceci porte à réfléchir sur l'importance du facteur Pab2 dans le 
système. En effet, l'absence de Mmi génère un phénotype presque léthal aux cellules, 
accompagnés de plusieurs signes de croissance altérée (Harigaya, Tanaka et al., 2006; 
Yamanaka, Yamashita et al., 2010). L'absence de Rrp6 résulte d'un retard aigu dans la 
croissance des cellules (observations personnelles). Cependant, l'absence de Pab2 n'a 
virtuellement pas d'effet phénotypique sur les cellules, mis à part une sensibilité de 
croissance à des températures inférieures à 30°C. De plus, les micropuces à ADN 
utilisées pour démontrer l'implication de Pab2 dans la régulation des gènes méiotiques 
ont détecté une trentaine de gènes avec une expression à la hausse en absence de Pab2. 
Des analyses similaires sur les gènes mmil et rrpô démontrent la régulation d'un plus 
grand nombre de gènes (Cremona, Potter et al., 2010). La dépendance de Pab2 dans la 
régulation des gènes méiotiques semble donc significativement divergente de Rrp6 ou 
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Mmil et mériterait donc une étude plus approfondie pour déterminer son implication 
dans la coopération avec Rrp6 et Mmil. 
2.1 Le pont entre Mmil et l'exosome 
Le modèle actuel propose une collaboration entre Mmil, Pab2 et Rrp6 pour la 
régulation des ARN méiotiques. Une question soulevée est la manière par laquelle Pab2 
fait le lien entre la sélection par Mmil et la dégradation par Rrp6 (Figure 5). Cette 
liaison peut se faire directement par des liaisons de type protéine-protéine, mais peut 
également se faire via l'intermédiaire de la liaison avec la queue poly(A) de l'ARN. 
Pour déterminer le mécanisme de coopération entre Mmil et Rrp6 par Pab2, je propose 
donc d'effectuer les expériences suivantes. Premièrement, une expérience de 
coimmunoprécipitation entre Mmil et Rrp6 en absence ou présence de Pab2 pour 
déterminer si Pab2 est requis pour faire le lien entre la sélection des transcrits et leur 
dégradation. Je commencerai par la construction d'allèle au niveau desquels leurs 
produits, i.e. les protéines Mmil et Rrp6 posséderont des épitopes de marquage. La 
méthode d'insertion de séquence par recombinaison homologue permet de placer des 
régions codantes pour des étiquette TAP, 3*HA ou 13xMyc à l'extrémité N ou C-
terminale des produits polypeptidiques. La souche mutante exprimera donc les protéines 
Mmil et Rrp6 avec une étiquette moléculaire détectable par immunobuvardage de type 
Western. Le gène pab2 sera ensuite supprimé dans cette souche. Un extrait des protéines 
totales migrées sur un gel SDS-PAGE suivit d'une hybridation contre les épitopes des 
protéines Mmil et Rrp6 dans les souches ± Pab2 permettra de déterminer si la présence 
de Pab2 est requise pour que Mmil et Rrp6 forment un complexe in vivo. 
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Si la présence de Pab2 s'avère requise pour la formation du complexe, il sera 
important de déterminer si la présence de l'ARN, et particulièrement de la liaison Pab2 
avec la queue poly(A) est également requise pour la formation du complexe. Pour ce 
faire, j'utiliserai la souche dans laquelle Mmil et Rrp6 sont marqués et je ferai la même 
expérience de coimmunoprécipitation avec ou sans un traitement à l'ARNase. Donc, si 
la formation du complexe entre Mmil et Rrp6 dépend de la liaison de Pab2 à l'ARN, le 
complexe ne sera pas détecté dans l'expérience avec traitement à l'ARNase. Si l'ARN 
est requis pour la formation du complexe, une autre expérience serait intéressante à 
effectuer pour confirmer la nécessité de l'ARN dans la formation du complexe. Pour ce 
faire, j'utiliserai le gène de la protéine Pab2 cloné dans un vecteur d'expression et au 
niveau duquel les résidus phénylalanine de la région de reconnaissance à l'ARN (RRM) 
ont été mutés en alanine. Ces mutations résultent en l'expression de la protéine Pab2 qui 
ne peut plus lier l'ARN. L'allèle muté se nomme Pab2-F75A. Je transformerai le vecteur 
codant pour Pab2-F75A dans la souche où Mmil et Rrp6 auront été au préalable 
marquées et dans laquelle le gène pab2 aura été supprimé. Le vecteur codant pour la 
version sauvage de la protéine (Pab2-WT) sera évidemment utilisé en parallèle comme 
contrôle positif. Je procéderai alors à des expériences de coimmunoprécipitation. Ces 
expériences confirmeront le besoin pour Pab2 de lier la queue poly(A) de l'ARN cible 
afin de faire le lien entre Mmil et Rrp6. 
Une autre expérience pour étudier le rôle de Pab2 sera d'effectuer une 
immunoprécipitation et d'analyser l'ARN lié à la protéine. Il a été démontré plus haut 
que meiRNA subit une terminaison alternative en l'absence de la protéine Mmil. Or, 
Pab2 semble être le pont moléculaire entre Mmil et l'exosome. Il serait intéressant 
d'observer dans les cellules où la protéine Mmil est déplétée si Pab2 est toujours en 
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complexe avec l'ARN et peut continuer à promouvoir la dégradation du transcrit par 
l'exosome. Pour ce faire, j'utiliserai la souche mmil-ts dans laquelle la protéine Pab2 est 
fusionnée avec un épitope. Après l'inactivation de la protéine Mmil, je ferai une 
immunoprécipitation de la protéine Pab2 et analyserai la présence d'ARN lié. 
En comparant la taille de meiRNA entre les souches pab2A, rrpôA, mmil-ts et 
patl-114, on peut émettre l'hypothèse que lors de l'initiation de la méiose, le meiRNA 
change d'une forme courte à une forme longue (Figure 6). L'isoforme court serait donc 
le forme de meiRNA destiné à la dégradation, alors que la forme longue permettrait la 
progression en méiose. La présence de deux sites distincts de polyadénylation a 
également été démontrée pour d'autres ARN méiotiques (McPheeters, Cremona et al., 
2009; Cremona, Potter et al., 2010). Je propose donc d'élucider le mécanisme de 
transition entre la forme courte et longue. Pour ce faire, j'utiliserai la souche patl-114 
dans laquelle le gène pab2 ou rrpô est supprimé. Les cellules seront synchronisées en 
méiose et l'ARN total sera extrait pour analyses sur un gel dénaturant. On pourra alors 
observer les isoformes de meiRNA qui sont générés au cours du programme méiotique. 
3. Le meiRNA dans la méiose 
3.1 Le rôle de meiRNA dans la séquestration de Mmil 
La protéine Mei2 et l'ARN non-codant meiRNA sont deux régulateurs positifs 
de la méiose et sont requis pour accomplir le cycle méiotique (Watanabe et Yamamoto, 
1994). Mei2 est une protéine qui lie l'ARN et est essentielle pour la synthèse d'ADN 
préméiotique en plus de la première division méiotique (Watanabe et Yamamoto, 1994). 
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Le meiRNA est un ARN non-codant exprimé par le gène sme2 et est essentiel seulement 
pour la première division méiotique (Watanabe et Yamamoto, 1994). Un des rôles de 
Mei2 et meiRNA est de former un complexe RNP qui permet de séquestrer la protéine 
Mmil, qui elle est responsable de cibler les ARN méiotiques pour la dégradation 
(Harigaya, Tanaka et al., 2006). Cependant, le mécanisme de la formation de ce 
complexe est peu caractérisé. L'ARN non-codant a d'abord été proposé d'agir comme 
un signal de migration nucléaire (NLS) pour la protéine Mei2 (Yamashita, Watanabe et 
al., 1998). Cette hypothèse était soutenue par un résultat démontrant qu'un signal de 
meiRNA était détectable par FISH au cytoplasme lors de l'initiation de la méiose dans 
les cellules diploïdes. Puis, des études ont démontré que Mei2 était capable d'effectuer 
la navette entre le noyau et le cytoplasme, et que meiRNA servait à retenir Mei2 au 
noyau (Kitamura, Katayama et al., 2001). De plus, le complexe RNP formé pour 
séquestrer Mmil se forme au locus du gène sme2 qui encode pour meiRNA (Shimada, 
Yamashita et al., 2003; Harigaya, Tanaka et al., 2006). 
En regard avec les différentes isoformes de meiRNA générées dans les souches 
pab2A, mmil-ts et patl-114, la question se pose sur les rôles respectifs de l'isoforme 
court et long. Un fait intéressant est la présence de séquences AU-riches en amont des 
sites de polyadénylation pour le meiRNA généré dans les souches mmil-ts et patl-114. 
Ces séquences sont similaires à la séquence canonique du signal de clivage et de 
polyadénylation AAUAAA chez les vertébrés. Il serait probable qu'en absence de 
Mmil, la transcription par l'ARN Pol II continue au-delà des 440 nucléotides et poursuit 
jusqu'à atteindre un signal en aval. Je propose donc d'évaluer l'implication de 
l'isoforme long de meiRNA en modifiant la séquence canonique de clivage et 
polyadénylation. Je clonerai la séquence de sme2 jusqu'à concurrence de 1500 
nucléotides dans une vecteur d'expression pour inclure les séquences AAUAAA 
présentes. Je muterai les séquences AAUAAA par la méthode de mutagenèse dirigée 
pour obtenir un vecteur nommé sme2 pA-mut. Ensuite, je transformerai ce vecteur dans 
des souches sauvage, pab2A, mmil-ts, pat 1-114 dans lesquelles le gène sme2 aura été 
supprimé pour éviter l'expression de meiRNA endogène. Je ferai une extraction d'ARN 
et migrerai l'ARN total sur un gel pour analyser le meiRNA exprimé dans les différentes 
souches. 
3.2 Le meiRNA chez les autres espèces 
Les levures se distinguent des métazoaires par le fait que les levures sont des 
organismes unicellulaires, alors que les métazoaires sont pluricellulaires. La méiose chez 
un organisme unicellulaire comme S. pombe implique un remaniement majeur pour 
accomplir le processus méiotique au sein d'une seule cellule qui constitue tout 
l'organisme. Cependant, chez un organisme pluricellulaire comme les métazoaires, la 
méiose se déroule dans un compartiment spécialisé, séparé du reste de l'organisme. Il 
n'existe pas d'orthologue connu de meiRNA chez les métazoaires, mais il serait tout de 
même intéressant d'étudier s'il existe un ARN non-codant similaire dont l'expression 
servirait à contrôler l'entrée du cycle méiotique chez les organismes pluricellulaires. 
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CONCLUSION 
La méiose est un processus conservé à travers l'évolution chez la majorité des 
espèces. La diversité génétique générée au cours du processus de méiose est critique 
pour l'évolution et l'adaptation des organismes vivants. Cependant, beaucoup de 
problèmes biologiques peuvent avoir un lien avec un mauvais déroulement de la méiose. 
Les maladies chromosomiques de type trisomique en sont un exemple. 
L'approfondissement des connaissances sur la méiose permettra de comprendre l'origine 
moléculaire de certains défauts méiotiques. L'étude des mécanismes de régulation de la 
méiose pourrait donc amener la science à prévenir ou contourner plusieurs problèmes de 
reproduction ou de fertilité. 
Nous avons étudié le rôle de Pab2 chez la levure à fission Schizosaccharomyces 
pombe. En élucidant les mécanismes par lesquels Pab2 régule l'expression des gènes 
méiotiques, nous avons approfondi les connaissances en ce qui a trait au processus 
d'activation de cet événement, qui se doit d'être mutuellement exclusif avec la mitose. 
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